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Premessa 
 
Il lavoro presentato in questa tesi di Dottorato di Ricerca è stato reso possibile 
grazie alla partecipazione, da parte del gruppo di ricerca per cui lavoro, al progetto 
EMBIC, EMBryo Implantation Control, un network di eccellenza europeo del sesto 
Programma Quadro. Le ricerche dell’EMBIC si sono focalizzate sullo studio dei 
fattori rilasciati dall’embrione al momento dell’impianto e sul loro ruolo nel 
successo della gravidanza; sono state, inoltre, studiate le modificazioni uterine, i 
segnali molecolari e cellulari che contribuiscono allo sviluppo della recettività 
endometriale nei confronti dell’impianto embrionale; i meccanismi biologici e 
immunologici che permettono all’embrione e alle cellule materne di coesistere 
durante l’intero corso della gravidanza.  
In Europa l’infertilità colpisce circa il 12%-15% delle coppie in età riproduttiva. 
Nonostante il rapido sviluppo delle tecniche di fecondazione assistita, solo il 25-
27% dei trasferimenti embrionali porta al successo della gravidanza. Capire il 
motivo per cui, nel restante 75% dei casi, l'embrione non riesce ad impiantarsi in 
utero e non avviene un corretto sviluppo placentare è di primaria importanza per 
migliorare, in futuro, il trattamento della sterilità. EMBIC è stato il primo grande 
progetto co-finanziato dalla CE per rafforzare la ricerca europea in ambito della 
sterilità femminile. Progettato per funzionare come un laboratorio europeo virtuale, 
EMBIC ha concentrato il potenziale di ricerca di oltre 200 scienziati e medici, 
provenienti da 19 principali istituzioni europee e 2 società private in 11 paesi, per 
una migliore comprensione del concetto di infertilità. Nel corso del mio dottorato, 
grazie a questo progetto, ho potuto prendere parte a numerose collaborazioni 
scientifiche con diversi gruppi di ricerca EMBIC, e ciò ha consentito, oltre che di 
approfondire le mie conoscenze in questo ambito, di dare alla luce alcune 
pubblicazioni apparse su riviste scientifiche internazionali. 
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Introduzione 
1. LA PLACENTA 
 
La gravidanza è un evento fisiologico caratterizzato dall’instaurarsi di un 
rapporto speciale tra madre e feto. La sopravvivenza del prodotto del 
concepimento dipende dalla comparsa di un organo vitale di nuova formazione, la 
placenta [1]. 
La placenta e gli annessi fetali, infatti, sono strutture di fondamentale 
importanza per lo sviluppo embrionale del mammifero in quanto separano il 
prodotto del concepimento dalla madre ma garantiscono il nutrimento e la 
protezione del nascituro. Il corion, l’amnios, il sacco vitellino e l’allantoide (figura 1) 
costituiscono gli annessi embrionali o fetali. Queste formazioni membranose si 
sviluppano a partire dallo zigote, ma non fanno parte dell’embrione, eccezion fatta 
per alcune porzioni del sacco vitellino, la cui componente dorsale viene 
incorporata come parte dell’intestino primitivo, e dell’allantoide, che forma il 
Legamento Ombelicale Mediano nell’adulto [2]. 
                   
Figura 1 Figura 1. Struttura della placenta umana a termine. 1, amnios; 2, placenta; 3, 
cordone ombelicale; 4, corion. (Anatomia dell’uomo di Autori vari, 2001). 
 
La placenta è costituita da cellule specializzate che, come vedremo meglio 
in seguito, si formano precocemente e ancorano l’embrione all’utero, formando 
connessioni vascolari necessarie per il trasporto dei nutrienti. Per le sue 
caratteristiche strutturali e funzionali la placenta viene definita emocoriale, in 
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quanto consente un diretto contatto tra il sangue materno, che giunge nello spazio 
intervilloso, e la componente placentare di origine fetale (corion). 
Il processo che porta alla sua formazione viene indicato con il termine 
placentazione. Esso procede attraverso due stadi importanti: l’attacco 
dell’embrione alla parete uterina (impianto) e le creazione delle connessioni 
vascolari necessarie per permettere gli scambi di gas e di nutrimenti tra la 
circolazione materna e quella fetale e l’eliminazione di cataboliti fetali nel sangue 
materno (circolazione placentare). 
1.1 STRUTTURA E SVILUPPO DELLA PLACENTA 
Nella struttura placentare si possono distinguere due componenti principali: 
una parte fetale che si sviluppa dal corion e una parte materna formata 
dall’endometrio, nota con il nome di decidua. Al momento del parto queste 
strutture vengono espulse dall’utero durante il secondamento.  
Dopo l’impianto dell’embrione nell’utero materno, si differenziano tre regioni 
anatomiche della decidua: 
• La porzione sottostante il prodotto del concepimento che rappresenta la 
componente materna della placenta, costituisce la decidua basale. Questa 
porzione, come vedremo meglio in seguito viene infiltrata dalle cellule del 
trofoblasto extravilloso.  
• La porzione superficiale che copre il “concepito” costituisce la decidua 
capsulare. 
• Tutto il resto della mucosa uterina prende il nome di decidua parietale.  
Quando il feto si ingrandisce la decidua capsulare sporge nella cavità 
uterina e diventa assai sottile. Infine la decidua capsulare si fonde con la decidua 
parietale venendo a obliterare la cavità uterina. Circa alla 22° settimana, una 
riduzione dell’irrorazione sanguigna provoca la degenerazione e la scomparsa 
della decidua capsulare [2]. 
1.1.2 Placentazione 
Impianto 
La fecondazione avviene nelle tube di Falloppio circa 24-48 ore dopo 
l’ovulazione. Percorrendo la tuba uterina, l’ovulo fecondato subisce un processo di 
segmentazione, ovvero una serie successiva di divisioni mitotiche che lo portano a 
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diventare una massa di 12-16 cellule detta morula. Quest’ultima presenta uno 
strato protettivo che non consente l’adesione, chiamato zona pellucida [3]. 
Circa quattro giorni dopo la fecondazione, tra le cellule situate in posizione 
centrale nella morula appaiono degli spazi. Subito in queste lacune fluisce, 
attraverso la zona pellucida, del liquido proveniente dalla cavità uterina. Questo 
liquido separa le cellule in due gruppi: 
• uno strato di cellule esterne, il trofoblasto (dal greco trophe – 
nutrizione) che darà origine ad una parte della placenta; 
• una massa di cellule centrali, detta massa cellulare interna, che 
formerà l’embrione. 
A questo stadio di sviluppo il prodotto del concepimento prende il nome di 
blastocisti. Questa rimane libera nelle secrezioni uterine per circa due giorni; 
quindi la zona pellucida degenera e scompare. Circa 6 giorni dopo la 
fecondazione, la blastocisti aderisce all’epitelio dell’endometrio, normalmente a 
livello del polo embrionale (zona prossima alla massa cellulare interna) [2]. A 
questo livello, infatti, avviene il differenziamento del trofoblasto in: citotrofoblasto 
interno e sinciziotrofoblasto esterno, formato da una massa di cellule 
multinucleate. 
Microvilli presenti sulla superficie apicale del sinciziotrofoblasto si 
interdigitano con microprotrusioni poste sull’epitelio uterino chiamate pinopodi. In 
tale processo, che prende il nome di apposizione, risulta fondamentale il 
sincronismo tra la recettività uterina e lo stadio di maturazione embrionale. 
L’adesione stabile è la fase che segue l’apposizione ed è caratterizzata da 
un aumento delle interazioni fisiche tra la blastocisti e l’epitelio uterino. La massa 
sinciziale penetra, con processi digitiformi, tra le cellule epiteliali e si espande 
rapidamente nello stroma sottostante. Questa espansione è il risultato del 
differenziamento delle cellule dello strato citotrofoblastico in quanto non sono mai 
state osservate mitosi a livello del sinciziotrofoblasto [4].  
Nove giorni dopo la fecondazione nel sincizio appaiono lacune e vacuoli che 
si dilatano rapidamente e si fondono tra loro. La formazione della circolazione 
utero-placentare avviene quando i capillari venosi materni vengono erosi dal 
sincizio, permettendo al sangue di fluire all’interno del sistema delle lacune. Circa 
12 giorni dal concepimento la blastocisti è completamente immersa nel tessuto 
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stromale dell’utero e l’epitelio endometriale ha totalmente ricoperto il sito 
d’impianto [2].  
Dopo questa fase iniziale di impianto, il differenziamento del trofoblasto si 
può considerare avvenga attraverso due principali pathway: trofoblasto villoso ed 
extravilloso. È utile considerare queste due pathway differenziative 
separatamente, in quanto le funzioni e le cellule materne con cui questi vengono a 
contatto sono diverse. Il trofoblasto villoso ricopre tutti i villi corionici della placenta 
definitiva ed è implicato nel trasporto di ossigeno e nutrienti dalla madre al feto. I 
villi sono immersi nel sangue materno e quindi il loro unico contatto è con le cellule 
del circolo periferico della madre. Diversamente, il trofoblasto extravilloso 
comprende tutte le sottopopolazioni di trofoblasti invasivi che migrano in profondità 
all’interno della mucosa uterina, fino al primo terzo del miometrio incontrando 
diversi tipi di cellule materne [4]. 
Trofoblasto villoso 
Il primo segno di sviluppo del villo, durante la seconda settimana di 
gestazione, è la formazione di foci di cellule citotrofoblastiche che protrudono 
all’interno del sincizio primitivo. All’inizio della settimana successiva in questi villi 
primari, va depositandosi del mesenchima, che viene a costituire un asse centrale 
di tessuto connettivo lasso. I villi  a questo stadio, detti villi secondari, sono 
ramificati e ricoprono l’intera superficie del corion. Rapidamente, alcune cellule 
mesenchimali localizzate all’interno dei villi incominciano a differenziarsi in capillari 
sanguigni che vanno, quindi, a costituire reti venose arterio-capillari. Una volta 
avvenuto lo sviluppo dei vasi sanguigni all’interno dei villi, questi vengono chiamati 
villi coriali terziari. I vasi formatisi presto si collegano con i vasi fetali così che a 
partire dalla quarta settimana la circolazione feto placentare risulta stabilizzata. 
Durante il secondo e terzo mese di gestazione avviene una rapida 
espansione e ramificazione dei villi che porta alla formazione della caratteristica 
struttura alberata della placenta matura. Nel primo trimestre il villo è ricoperto da 
un doppio strato di trofoblasti: quello più interno è costituito da cellule 
citotrofoblastiche che sono appoggiate sulla membrana basale coperte da uno 
strato più esterno di sinciziotrofoblasti. Sono quest’ultimi che ricoprono i villi 
coriali fluttuanti nello spazio intervilloso e che vengono a contatto con il sangue 
materno in modo simile alle cellule endoteliali. I citotrofoblasti, uniti tra loro ed ai 
sinciziotrofoblasti mediante desmosomi, sono cellule indifferenziate in grado di 
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moltiplicarsi e trasformarsi in sinciziotrofoblasti. Questo rappresenta lo stadio di 
differenziamento terminale, non essendo mai stato dimostrato alcun evento 
mitotico a carico di queste cellule. Il sinciziotrofoblasto rappresenta la maggior 
fonte di proteine prodotte durante la gravidanza e secerne citochine e ormoni 
indispensabili per un regolare sviluppo dell’unità feto-placentare. In particolare 
vengono secreti ormoni come la gonadotropina corionica umana (hCG) e il 
lattogeno placentare (hPL) [5]. Sostanze nutritive, anticorpi, agenti infettivi e altre 
sostanze, per passare dalla circolazione materna a quella fetale, devono 
attraversare lo strato continuo multinucleato del sinciziotrofoblasto passando poi 
anche lo strato citotrofoblastico, il tessuto connettivo lasso dell’asse dei villi e 
l’endotelio dei capillari fetali. 
 Nel primo trimestre il core (asse) del villo contiene cellule mesenchimali 
sparse, vasi sanguigni embrionali e macrofagi fetali, meglio noti come cellule di 
Hofbauer. Queste appaiono molto precocemente nelle gestazione e aumentano di 
numero durante tutto il primo trimestre. Con il procedere della gravidanza i villi 
diventano più grandi, lo strato dei citotrofoblasti appare meno prominente e il 
sinciziotrofoblasto diventa più irregolare e sottile con il raggruppamento dei nuclei. 
 
Figura 2. Schema dell’organizzazione istologica dell’interfaccia materno-fetale a metà del secondo 
trimestre di gravidanza [6] 
Trofoblasto extravilloso 
Dopo la seconda settimana di gestazione le cellule del citotrofoblasto 
gemmano attraverso il sincizio primitivo e, sulla parte apicale, si aggregano 
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formando delle strutture solide note come colonne cellulari citotrofoblastiche 
(figura 2). Questi villi prendono il nome di villi ancoranti, in quanto fissano la 
placenta alla decidua. Le colonne cellulari citotrofoblastiche si allungano 
lateralmente e si fondono con le colonne confinanti a formare un guscio 
citotrofoblastico che circonda l’intero sacco embrionico. Fin dalle prime settimane 
di gravidanza e per tutto il primo trimestre alcuni citotrofoblasti apicali si staccano 
dal villo ancorante e migrano in decidua invadendo la parete uterina. Più 
precisamente essi invadono sia l’endometrio, fino al terzo interno del miometrio 
(un processo chiamato invasione interstiziale), sia i vasi uterini (invasione 
endovascolare). Durante l’invasione interstiziale, i trofoblasti cambiano morfologia: 
da cellule coesive rotondeggianti, diventano fusiformi e isolate. Oltre ad una 
modificazione morfologica, i trofoblasti, durante questo processo cambiano il loro 
assetto di molecole d’adesione, infatti down-regolano l’espressione dell’integrina 
α6β4 (che lega la laminina) per aumentare l’espressione di α5β1 (recettore per la 
fibronettina) e α1β1 (che lega il collagene). Quando raggiungono la porzione più 
profonda della decidua ed il miometrio diventano multinucleate e vengono 
chiamate cellule giganti della placenta. Queste ultime rappresentano la tappa 
differenziativa finale dei trofoblasti interstiziali e sono prive di attività invasiva. 
Durante l’invasione endovascolare, invece, i trofoblasti migrano lungo la 
parete interna delle arterie spirali in senso anterogrado rispetto al flusso del 
sangue. Questi vanno a sostituirsi ad una buona parte l’endotelio materno e 
penetrano nella tunica media muscolare con un processo meglio noto come 
pseudovasculogenesi, oppure si aggregano formando degli ammassi cellulari 
disseminati all’interno del lume del vaso che viene parzialmente occluso nel punto 
in cui le arterie spirali si aprono nello spazio intervilloso. La ridotta velocità del 
flusso ematico impedisce che il sangue vi giunga ad una pressione così elevata da 
danneggiare le delicate strutture villose.  
Il trofoblasto extravilloso invade la decidua dopo essere penetrato 
attraverso la membrana basale dell’epitelio uterino. Si comporta come le cellule 
tumorali del carcinoma in situ, che, trasformate in cellule di tipo invasivo, 
acquisiscono la capacità di penetrare la membrana basale di un epitelio e di 
invadere lo stroma sottostante. A differenza di quanto accade per le metastasi 
tumorali, il processo di invasione è però limitato nello spazio (miometrio) e nel 
tempo (primo trimestre di gravidanza) [7-10]. 
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La Decidualizzazione 
La decidualizzazione dell’endometrio è il processo di differenziamento 
morfologico e biochimico dell’endometrio necessario per l’impianto dell’embrione. 
Consiste nell’aumento della permeabilità vascolare dei vasi dell’endometrio, nei 
cambiamenti nella composizione della matrice extracellulare e nella 
trasformazione delle cellule stromali in cellule deciduali [11]. 
Nell’uomo lo sviluppo di un endometrio secretorio capace di supportare 
l’impianto, e quindi una gravidanza, si ha quando l’utero viene esposto ad una 
appropriata sequenza di estrogeni e progesterone. In particolare durante il ciclo 
mestruale, sotto l’influenza di estrogeni, avviene una rapida proliferazione di 
cellule stromali ed epiteliali (fase proliferativa). Dopo l’ovulazione iniziano ad 
aumentare i livelli di progesterone, la fase proliferativa termina, e inizia il 
differenziamento (fase luteinica o secretoria) [12]. Quindi la spontanea 
decidualizzazione dello stroma endometriale inizia con il normale ciclo mestruale e 
prosegue anche in assenza di una gravidanza. Tutti i cambiamenti morfologici che 
subisce la decidua durante la gestazione avvengono per facilitare l’impianto e 
l’invasione da parte del trofoblasto [12]. Generalmente l’epitelio endometriale non 
è predisposto a far aderire altre cellule, ma nel momento dell’impianto, sotto 
l’influenza di ormoni steroidei, l’epitelio diventa ricettivo. Quindi le principali 
funzioni della decidua sono di garantire un fertile substrato per lo sviluppo fetale, 
favorire l’annidamento e produrre sostanze nutritive per la blastocisti. Infine, un 
altro importante ruolo è quello di controllare la migrazione trofoblastica.  
Esistono diverse molecole decidualizzanti tra cui l’istamina e le 
prostaglandine. Entrambe queste molecole, infatti, sono presenti nell’endometrio e 
sono in grado di indurre la decidualizzazione se vengono iniettate localmente [11]. 
Nello spazio intervilloso circola il sangue materno destinato agli scambi feto-
placentari. Il sangue che circola liberamente tra i villi, proviene dalle arterie spirali 
per poi rientrare attraverso le vene dell’endometrio. Nel corso dello sviluppo fetale 
queste arterie vanno incontro ad un rimodellamento caratterizzato da profonde 
modificazioni strutturali. Le arteriole della decidua basale si dilatano e diventano 
vasi di grosso calibro, così facendo aumentano la portata del flusso sanguigno che 
si immette nello spazio intervilloso. La muscolatura liscia delle arterie spirali si 
modifica e diventa di tipo fibrinoide [13]. 
Queste modificazioni vascolari sono conseguenza dell’invasione interstiziale 
ed endovascolare dei trofoblasti in decidua. I vasi infatti, vengono aggrediti dai 
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trofoblasti sia dall’esterno che dall’interno. I trofoblasti endovascolari all’interno del 
lume vasale formano degli aggregati cellulari che secondo Loke e King [12], 
avrebbero l’importante compito di costruire un ostacolo fisico al sangue che scorre 
nelle arterie, rallentandone il flusso ed impedendo quindi che, con la sua portata 
sostenuta, danneggi le delicate strutture dei villi placentari.  
Affinché avvenga l’invasione trofoblastica, è estremamente importante che 
prima sia avvenuta la decidualizzazione, perché le arterie spirali presenti nella 
decidua hanno una ridotta muscolatura, sono poco elastiche, condizione ideale 
affinché avvenga l’invasione da parte dei trofoblasti.  
È importante sottolineare il fatto che l’invasione endovascolare avviene solo 
nelle arterie e non nelle vene, suggerendo così una possibile necessità di 
ossigeno per i vari processi emodinamici. La possibilità di un gradiente di ossigeno 
per favorire la migrazione è solo un’ipotesi che non è ancora stata totalmente 
dimostrata [12].  
I trofoblasti che sostituiscono l’endotelio delle arterie spirali acquisiscono 
funzioni ed espressioni fenotipiche endoteliali, infatti, diversi studi [14] [15] hanno 
dimostrato che il citotrofoblasto quando abbandona i villi ancoranti e diventa 
trofoblasto endovascolare, perde la E-caderina ed esprime invece la VE-caderina. 
È in grado inoltre di esprimere CD31 e VCAM-1. Anche le cellule Natural Killer 
(NK), presenti numerose in decidua durante il primo trimestre di gravidanza, 
sembrano avere un ruolo nel controllo del rimodellamento dei vasi placentari. 
Queste cellule NK sono state trovate in associazione ai trofoblasti extravillosi 
suggerendone un possibile ruolo nella regolazione dell’invasione dei trofoblasti in 
decidua. Inoltre, l’alta concentrazione perivascolare di cellule NK è indice di un 
possibile loro coinvolgimento nel rimodellamento delle arterie spirali [16]. A 
supporto di tali osservazioni esistono dati ottenuti in modelli animali che nel topo 
dimostrano che le cellule NK contribuiscono alla modificazione delle arterie spirali 
attraverso la produzione di IFN-γ [17]. 
1.2. FUNZIONI DELLA PLACENTA 
Oltre all’importantissimo ruolo di garante della tolleranza immunitaria, che 
analizzeremo in seguito in dettaglio, la placenta svolge numerose funzioni per 
conto del feto, che possono essere riassunte in: funzione di scambio (assorbitiva, 
digestiva, respiratoria), funzione endocrina e funzione metabolica. 
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1.2.1 Scambi a livello placentare 
Il tessuto dei villi viene rifornito di ossigeno e di sostanze nutritive 
direttamente dal sangue materno. Dai villi, poi, la maggior parte delle sostanze 
che hanno superato la barriera placentare raggiunge direttamente il feto tramite la 
circolazione feto-placentare. La barriera placentare controlla il passaggio di 
sostanze con diversi meccanismi: diffusione semplice, trasporto attivo, fagocitosi e 
pinocitosi. Gran parte delle sostanze nutritive fondamentali, come il glucosio e gli 
aminoacidi vengono trasportati nel sangue fetale contro gradiente di 
concentrazione con un meccanismo attivo, mentre acqua, elettroliti e alcune 
molecole idrofobiche come i lipidi, passano per diffusione.  La maggior parte delle 
proteine e gli ormoni proteici (insulina, glucagone, TSH, ecc.) non sono in grado di 
passare la barriera placentare, fanno eccezione le immunoglobuline. Per quanto 
concerne i processi respiratori, il passaggio di ossigeno al sangue fetale è 
influenzato da quattro variabili: dalla curva di dissociazione dell’emoglobina 
materna e fetale, dallo spessore che le molecole di ossigeno devono attraversare, 
dall’area degli scambi e dalla velocità del flusso ematico materno e fetale. 
L’emoglobina fetale, in un gran numero di mammiferi, presenta una maggiore 
affinità per l’ossigeno rispetto a quella adulta. 
1.2.2. Funzione endocrina 
Le fasi iniziali della gravidanza dipendono dall’attività ormonale materna. 
L’organo endocrino che sostiene l’impianto e i primi stadi dello sviluppo 
embrionale è, infatti, il corpo luteo. La presenza di un corpo luteo funzionante è 
essenziale solo nelle fasi iniziali e non oltre la VII settimana. Successivamente, 
invece, è la placenta che assume un ruolo fondamentale nella sintesi ormonale. In 
particolare gli ormoni prodotti dalla placenta sono: 
• hCG (gonadotropina corionica umana) 
• hPL (lattogeno placentare) 
• hCT (titeotropina corionica umana) 
• hCC (corticotropina corionica umana) 
• relaxina 
• progesterone 
• estrogeni 
• α-endorfine 
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L’attività di produzione degli ormoni steroidei da parte della placenta non 
segue i meccanismi convenzionali della produzione ormonale nelle varie 
ghiandole. Infatti la placenta ha solo la capacità di convertire precursori steroidei 
preformati che vengono prodotti dalla madre e dal feto. 
1.2.3. Funzione metabolica 
L’equilibrio metabolico che si stabilisce tra la madre e il feto è diverso nelle 
varie epoche della gravidanza. Nella prima metà della gravidanza il metabolismo 
materno è di tipo anabolico. Questo è dovuto all’aumento dei livelli plasmatici di 
estrogeno e progesterone, che hanno un’azione iperglicemizzante, che consente 
un costante apporto di glucosio, lipidi ed aminoacidi al feto. Durante la seconda 
metà della gravidanza si verifica una situazione ormonale detta “diabetogena”, 
dovuta ai diversi ormoni legati allo stato gravidico (prolattina, progesterone, 
cortisolo, hPL, estrogeni), tale da provocare uno stato di resistenza tessutale 
all’insulina a livello epatico, muscolare e nervoso. La placenta modula il 
trasferimento di substrati al feto, il quale è totalmente dipendente dalla 
circolazione materna [18]. 
1.2.4. Gravidanza e tolleranza materno-fetale 
Uno dei paradossi scientifici della gravidanza è che la placenta, tessuto 
semiallogenico, risulta fondamentale per bloccare la reazione immunitaria materna 
nei confronti delle cellule fetali. La gestazione, infatti, è l’unica condizione 
fisiologica caratterizzata da uno stretto contatto fisico tra le cellule della difesa e 
cellule estranee -quelle fetali- che, poiché esprimono alloantigeni paterni, 
dovrebbero essere riconosciuti come non self dalla madre. Il contatto tra cellule 
fetali e materne, in genere, non ha conseguenze patologiche e non dà avvio a 
nessuna reazione immune che porti alla morte del feto [19]. La sopravvivenza 
dell’embrione semiallogenico, durante il lungo periodo della gestazione, rimane 
ancora una questione irrisolta per gli immunologi e non è giustificata da una 
disfunzione della risposta immunitaria materna durante la gravidanza. Numerosi 
dati, infatti, indicano che il sistema immune di una donna in gravidanza è 
perfettamente competente e capace di reagire non solo a stimoli esogeni, ma 
anche a cellule e molecole solubili di origine fetale [20]. Evidenze sperimentali 
suggeriscono che la tolleranza materna, in una gravidanza che avvenga in perfette 
condizioni fisiologiche, si stabilisce a livello dell’interfaccia materno-fetale ed è 
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mantenuta durante tutta la gestazione. La placenta gioca un ruolo chiave nel 
mantenimento di questa tolleranza locale e permette alla madre di accettare 
l’embrione fino al momento della nascita. 
Ruolo delle molecole MHC I 
La peculiarità di espressione delle molecole del complesso maggiore di 
istocompatibilità da parte della componente fetale della placenta presenta un ruolo 
chiave nel mantenimento della tolleranza. Il citotrofoblasto villoso ed il 
sinciziotrofoblasto non esprimono affatto antigeni HLA, né di classe prima né di 
classe seconda e non presentano mRNA di queste molecole in nessuno stadio 
della gravidanza [21]; mentre, i trofoblasti extravillosi esprimono HLA-C, la meno 
polimorfica fra queste molecole, e HLA non classici quali HLA-G ed HLA-E [19]. 
Queste proteine inducono segnali cellulari sia inibitori che attivatori, tramite il loro 
legame con molecole espresse da NK, macrofagi e linfociti T deciduali. HLA-G 
può presentarsi in diverse isoforme (di tipo solubile o di membrana) derivanti da 
splicing alternativo dell’mRNA [22]. La funzione dell’HLA-G si esplica nell’abilità di 
indurre le cellule responsabili della risposta immunologica verso un fenotipo 
immuno-regolatore anziché citotossico. L’HLA-G, infatti, interagisce soprattutto 
con NK e linfociti T modulandone la risposta. Il riconoscimento HLA-G/NK ma 
anche HLA-G/linfociti T determina l’inibizione della citotossicità nei confronti del 
non-self e quindi la tolleranza verso il feto. 
HLA-E è in grado di legare CD94/NKG2A espresso su NK (esponendo il 
peptide leader presente anche in HLA-G e HLA-C) e quindi trasmettere un 
segnale inibitorio tramite le sequenze ITIM della porzione intracitoplasmatica di 
NKG2A. Analogamente HLA-C interagisce con le molecole KIR2DL delle NK che 
anch’esse presentano un dominio ITIM intracitoplasmatico con funzioni inibitorie. 
HLA-G lega le proteine inibitorie CD85j sulle NK e CD85d (e CD85j) sui macrofagi. 
HLA-E se invece lega il complesso molecolare CD94/NKG2C/DAP12 presente 
sulle NK induce l’attivazione cellulare tramite le tirosin-kinasi ZAP-70 e SYK. HLA-
G interagendo con CD8αα presente sui linfociti T causa apoptosi indotta 
dall’attivazione di CD95/CD95L [23].  
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Figura 3. Schema riassuntivo dei recettori attivatori (sinistra), corecettori (centro) e inibitori (destra) 
delle NK. 
Ruolo delle NK 
In decidua, il trofoblasto invasivo che è a diretto contatto con il tessuto della 
madre, recluta attivamente le cellule immunitarie materne attraverso la produzione 
di molecole chemiotattiche [24]. A livello della decidua i leucociti rappresentano 
ben il 30% delle cellule totali; di questi circa il 70% è rappresentato da NK, il 15-
20% da macrofagi e la restante parte da linfociti T e da cellule dendritiche [25, 26] 
[27]. Le cellule NK infiltrano il tessuto uterino già durante la fase secretiva del ciclo 
mestruale e circa due giorni prima dell’inizio della mestruazione subiscono dei 
cambiamenti a livello del nucleo di queste cellule ad indicare il principio del 
processo apoptotico. Se invece l’impianto ha successo e prende il via il processo 
di decidualizzazione, le NK aumentano di numero e si vanno a localizzare attorno 
al trofoblasto. Con il procedere della gravidanza, però, la loro presenza diminuisce 
progressivamente fino a scomparire del tutto in prossimità del parto [28]. 
Nell’endometrio e in decidua è presente una particolare popolazione di cellule NK 
CD56bright CD16- che hanno un ruolo attivo nel mantenimento della gravidanza e 
nella creazione della tolleranza materno-fetale. Al livello del sangue periferico le 
NK rappresentano solo il10% della totalità dei leucociti e di queste solo il 10-15% 
hanno un fenotipo CD56bright CD16-. Se comparate alle NK circolanti, le NK 
deciduali presentano un comportamento funzionale molto diverso: quest’ultime 
infatti hanno una ridotta attività citotossica nei confronti di cellule MHC di classe I 
  16 
negative e sono molto suscettibili all’inibizione indotta dalle molecole (espresse sul 
trofoblasto extravilloso) MHC di classe I classiche e non. Sono ancora contrastanti 
le teorie riguardo alle origini di questa particolare popolazione di cellule, ma le più 
attendibile sostengono che le NK deciduali derivino dal sangue periferico e che 
migrino in decidua per poi proliferare e differenziarsi a livello locale indotte dai 
numerosi stimoli presenti [23].  
Ruolo dell’equilibrio delle citochine Th1/Th2 
Recenti studi hanno dimostrato che l’impianto della blastocisti a livello 
uterino necessita di un ambiente con caratteristiche di tipo pro-infiammatorio 
portando a pensare all’impianto come ad un fenomeno Th1-dipendente [29]; 
durante lo sviluppo della placenta, invece, avviene, ad opera dello stimolo indotto 
dall’aumento del progesterone, una diminuzione di citochine pro-infiammatorie di 
tipo Th1 a favore di quelle Th2, suggerendo che il la prosecuzione della 
gravidanza sia un fenomeno Th2-dipendente [30]. Le cellule coinvolte nella 
secrezione di citochine non sono solo linfociti T, ma anche le cellule NK, i 
macrofagi e gli stessi trofoblasti, in particolare i citotrofoblasti, con modalità 
paracrina [31]. Le citochine Th1, IL-2, IFN-γ e TNF-α possono promuovere la 
risposta immunitaria della madre, causando la perdita del feto; al contrario le 
citochine di tipo Th2 come IL-4 e IL-10 hanno proprietà immunosoppressive e 
promuovono il mantenimento della gravidanza. In donne poliabortive è stato 
dimostrato un aumento di cellule NK; tali cellule stimolate dall’IL-2, rilasciano 
maggiori quantità di IFN-γ e TNF-α, citochine che causano un’eccessiva apoptosi 
dei trofoblasti extravillosi, compromettendo di conseguenza l’impianto [23].  
Ruolo dei macrofagi 
I macrofagi sono leucociti molto presenti in placenta sia nella componente 
fetale (cellule di Hofbauer nello stroma dei villi) che in quella materna (macrofagi 
deciduali). I macrofagi deciduali aumentano di numero dopo l’impianto e si vanno 
a localizzare soprattutto nella decidua basale, a stretto contatto con i trofoblasti 
invasivi. Queste cellule sono sensibili al progesterone che è in grado di inibisce la 
loro produzione di iNOS. Il fenotipo dei macrofagi deciduali è simile a quello degli 
M2 per diversi aspetti: esprimono stabilin-1 e il recettore del mannosio (CD206); 
inoltre, pur essendo equipaggiati per la risposta immune, presentano una 
diminuzione della loro capacità di presentazione dell’antigene fetale, funzione 
invece assolta dalle cellule dendritiche [32]. 
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Ruolo dei Treg 
Le cellule T regolatorie (Treg) giocano un ruolo importante nella tolleranza 
periferica modulando la risposta nei confronti di auto antigeni. La loro assenza 
induce la comparsa di malattie autoimmunitarie e determina un aumento del 
rigetto di tessuti trapiantati. I Treg umani presentano un fenotipo CD4+, CD25 (IL-
2RA)++, CD122 (IL-2Rb)+, CTLA-4+, CD62L+ e CD45Ro+, ma il marcatore che 
mostra maggiore specificità è l’espressione del fattore di trascrizione Foxp3. Il 
ruolo dei Treg nella tolleranza materno-fetale è supportato da numerosi scoperte 
recenti: il pool di cellule CD4+CD25+ aumenta nella milza, nei linfonodi e al livello 
del sangue periferico durante i primi mesi di gravidanza. Le cellule CD4+CD25+ 
uterine esprimono Foxp3 e la quota di queste cellule rispetto alle CD4+ è 
maggiore del 20% nelle decidue di donne con una gravidanza normale se 
paragonate a pazienti con aborti spontanei. Lo stimolo che sembra giocare il ruolo 
più importante nella regolazione dei Treg è l’estrogeno [23].  
Ruolo dell’IDO 
L’indolamina 2,3-diossigenasi (IDO) è un enzima che catalizza la riduzione 
e quindi la degradazione del triptofano, ed è espresso da una grande varietà di 
cellule come macrofagi, fibroblasti, cellule epiteliali, cellule endoteliali e linfociti T. 
Questo enzima è in grado di indurre immunosoppressione tramite l’inibizione della 
proliferazione dei linfociti T, che necessitano del triptofano per il loro ciclo 
cellulare. Nelle prime fasi della gravidanza, i macrofagi deciduali possono 
esprimere IDO per inibire l’espansione di linfociti T attivati a livello locale [23]. 
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2. LA PRE-ECLAMPSIA: DALLA MANCATA INVASIONE 
TROFOBLASTICA AL DISORDINE MULTISISTEMICO 
 
2.1. DEFINIZIONE 
La gestosi, definita anche pre-eclampsia (PE), è una seria complicazione 
della gravidanza caratterizzata dalla presenza di ipertensione arteriosa e 
proteinuria. A queste manifestazioni si associa, quasi costantemente, il difetto di 
crescita intrauterino del feto. Storicamente, i disturbi ipertensivi in gravidanza 
rappresentano una delle principali complicanze ostetriche. Numerosi sono gli 
aspetti che rendono peculiare questa condizione, primo fra tutti il fatto che la PE è 
una sindrome specifica della gravidanza. Inoltre, la sua espressione clinica, lungi 
dall’essere univoca, è caratterizzata da quella notevole variabilità che è propria 
delle sindromi multisistemiche. Infine, nonostante le sempre più accurate 
possibilità di studio, gli esatti meccanismi eziopatogenetici rimangono ignoti, 
precludendo, di conseguenza, la possibilità di un approccio causale a tale 
patologia [33].  
La PE è una malattia della gravidanza che insorge dopo la 20° settimana, 
con una frequenza del 2-7%, caratterizzata da elevati valori pressori (superiori a 
140/90), edemi generalizzati e proteinuria (valore superiore a 300mg/l in un 
campione casuale o un’escrezione superiore a 300mg/24 ore). Raramente può 
complicarsi in eclampsia vera e propria con insorgenza di convulsioni e coma. La 
percentuale di mortalità perinatale è più alta nei feti di madri pre-eclamptiche e 
questi decessi possono essere il risultato di una morte intrauterina per 
insufficienza placentare e/o distacco di placenta. L'incidenza della PE viene 
stimata tra il 10% ed il 20% nelle primi gravide e il rischio di ricorrenza è compreso 
tra il 7,5% ed il 29%. I principali fattori di rischio sono:  
• Età: le donne di età superiore a 35 anni presentano un'incidenza di gestosi 
superiore di circa 3 volte a quella delle donne giovani.  
• Storia familiare: L'incidenza di PE è 4 volte più alta nelle sorelle di donne che 
hanno avuto la PE.  
• Cattiva placentazione: il riscontro flussimetrico di elevate resistenze e/o di 
ridotta elasticità dei vasi uterini è indice di cattiva funzione placentare e quindi 
di aumentato rischio di gestosi.  
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• Ipertensione: il riscontro di pressione arteriosa elevata prima della 20a 
settimana di gestazione è stato associato al successivo sviluppo di PE.  
• Diabete: il diabete aumenta del 10% il rischio di PE.  
• Nefropatia: una patologia renale preesistente aumenta l'incidenza di 
ipertensione fino al 48% nel 3° trimestre di gestaz ione. Anche l'infezione delle 
vie urinarie in gravidanza aumenta di 1,5 volte il rischio di PE.  
• Cause immunologiche e coagulopatie: l'iperomocisteinemia, il deficit della 
proteina S, della proteina C, la sindrome da anticorpi antifosfolipidi e LES 
aumentano il rischio di PE. Le pazienti eterozigoti per anemia drepanocitica 
presentano un rischio di PE tre volte più elevato. 
• Primiparità: la relazione tra primiparità ed eclampsia suggerisce l'esistenza di 
un meccanismo immunologico che rende unica la prima placentazione. Alcuni 
Autori hanno suggerito l'esistenza di un meccanismo protettivo nei confronti 
degli antigeni paterni nelle gravidanze successive.  
• Gemellarità: la gemellarità aumenta il rischio di gestosi di oltre tre volte. Il 
rischio aumenta con l'aumentare del numero di gemelli [33]. 
2.3. EZIOPATOGENESI 
L’evidenza che la PE si manifesta esclusivamente in gravidanza e si risolve 
con il parto, ha storicamente suggerito che l’indiziato eziopatogenetico più 
probabile sia l’elemento più caratteristico della gravidanza ovvero la placenta. 
Risale a 50 anni fa la prima osservazione di ridotto flusso ematico nelle placente di 
donne ipertese: lo studio istologico di biopsie placentari ha fornito una 
giustificazione a tale fenomeno, dimostrando l’assenza delle modificazioni 
vascolari, legate al fisiologico processo di placentazione, nei casi affetti da PE. 
Tali evidenze hanno suggerito che la mancata invasione trofoblastica delle pareti 
delle arterie spirali costituisca uno degli eventi chiave dell’eziopatogenesi di tale 
patologia. Ciascuno dei meccanismi di rimodellamento vascolare, a partire dalle 
più precoci modificazioni trofoblasto-dipendenti, potrebbe essere deficitario nelle 
donne destinate a sviluppare PE. In particolare in placente di donne pre-
eclamptiche è stata evidenziata la mancata espressione di molecole di adesione 
simil-endoteliali, normalmente presenti sulla superficie delle cellule del trofoblasto 
endovascolare [34]. Altre ipotesi patogenetiche riguardano un’alterazione della 
regolazione del processo di apoptosi dei trofoblasti, dell’espressione di HLA-G [35] 
e l’aumento delle concentrazioni di ossigeno. Nelle prime settimane di gravidanza, 
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infatti, la condizione di ipossia fisiologica potrebbe essere uno dei meccanismi di 
regolazione genica del processo di invasione [36]. Il corso di questa patologia può 
essere quindi riassunto in due step principali: uno stadio iniziale, che avviene 
durante i primi mesi di gravidanza e resta per lo più localizzato a livello placentare, 
in cui l’insufficiente invasione trofoblastica determina una ridotta placentazione e 
quindi una condizione di stress ossidativo; un secondo stadio in cui il rilascio nella 
circolazione materna di fattori placentari del tessuto danneggiato (ad es. 
microparticles), determina una risposta infiammatoria sistemica e una disfunzione 
endoteliale che porta ai classici segni e sintomi della PE [33, 37]. 
Se la patogenesi della mancata invasione trofoblastica, sebbene ancora da 
definire, ha trovato una direzione interpretativa, l’eziologia rimane ad uno stadio 
puramente speculativo. Attualmente una delle ipotesi più accreditate è quella 
immunitaria, secondo la quale il riconoscimento da parte del sistema immunitario 
materno controlla il processo di invasione trofoblastica e se deficitario potrebbe 
causare un’alterazione di questo processo. Come abbiamo già accennato le 
cellule NK deciduali sono dotate di una classe di recettori polimorfici chiamata KIR 
in grado di interagire con l’antigene HLA-C, la molecola d’istocompatibilità più 
polimorfica presente sulla superficie degli EVT. Ciascuna gravidanza, pertanto, è 
caratterizzata da una diversa combinazione di HLA-C fetale (che sono in parte di 
origine paterna) e recettori KIR materni [28]. Poiché alcune di queste combinazioni 
non sono in grado di inibire sufficientemente il fenotipo citotossico pro-
infiammatorio delle NK, ne risulterebbe un’attivazione della risposta infiammatoria 
che andrebbe a ripercuotersi sulla migrazione trofoblastica e sulla funzionalità 
endoteliale. Il possibile coinvolgimento della disfunzione endoteliale nella 
fisiopatologia della PE è supportato dall’evidenza di numerose alterazioni dei 
parametri di funzionalità endoteliale. In PE, infatti, i markers di infiammazione 
sistemica come i livelli sierici di IL-8, IL-6, TNF-α oppure l’attivazione del 
complemento, delle piastrine e dei leucociti sono più elevati rispetto alle 
gravidanze normali [37]. In realtà la gravidanza comporta fisiologicamente 
un’attivazione generalizzata del sistema immunitario innato che si realizza 
mediante leucocitosi, attivazione del sistema coagulativo, del complemento e delle 
piastrine. Tali considerazioni consentono di ipotizzare che la risposta 
infiammatoria sistemica della PE non sia intrinsecamente diversa da quella di una 
normale gravidanza, eccetto per il fatto che è più severa e scompensata.  
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Nella PE, l’aumento dello stress ossidativo determina un maggior rilascio di 
frammenti cellulari di origine placentare (microparticles) nel torrente circolatorio 
materno. Le microparticles sono piccoli frammenti di membrana che si staccano 
dalle cellule nel corso di attivazione o di apoptosi [38]. Le microparticles circolanti 
possono derivare dallo shedding del sinciziotrofoblasto, leucociti, cellule 
endoteliali, piastrine e globuli rossi. Queste particelle espongono molecole 
bioattive che possono determinare attivazione cellulare, attivazione della cascata 
della coagulazione, aumento della permeabilità vascolare e infiammazione [33, 
39].  
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3. IL SISTEMA DEL COMPLEMENTO 
 
Il sistema del complemento è un effettore dell’immunità umorale non-
specifica ed è costituito da un gruppo di circa 35 proteine che possono essere 
solubili nel plasma o associate alle membrane cellulari [40]. Le proteine 
complementari sono principalmente sintetizzate da diversi tipi cellulari che 
includono epatociti, monociti, macrofagi tissutali, fibroblasti, cellule endoteliali e 
adipociti. Cellule di vari tessuti mostrano anche loro una secrezione di componenti 
complementari come le cellule del gastrointestinale, urogenitale, cellule epiteliali 
polmonari, sinoviociti e astrociti. Ad esempio, l’endometrio umano secerne C3 e 
fattore B e la secrezione di C3 dalle cellule epiteliali dell’endometrio di ratto pare 
essere regolata da estrogeni [41].  
I componenti complementari vengono sintetizzati in forma di proenzimi e, 
quando il sistema s’innesca, in una cascata finemente regolata, un componente 
agisce sul successivo attivandolo mediante una scissione proteolitica che 
comporta la rimozione di un frammento inibitorio e l’esposizione del sito attivo. Dal 
momento che un’attivazione inappropriata può causare malattia, è richiesta una 
forte regolazione del processo di attivazione al fine di prevenire danni tissutali. 
Le funzioni di questo sistema sono molteplici: 
 causa la lisi di agenti patogeni quali virus e batteri; 
 promuove la fagocitosi di antigeni corpuscolari attraverso 
l’opsonizzazione; 
 favorisce il processo infiammatorio; 
 rimuove gli immunocomplessi dalla circolazione con la loro 
deposizione nel fegato e nella milza. 
L’attivazione del complemento avviene attraverso la via classica, la via 
lectinica e la via alternativa (Figura 4); tutte culminano nella formazione di C5b, 
indispensabile per l’avvio della sequenza terminale e la formazione del complesso 
di attacco alla membrana. 
La via classica è attivata da immunocomplessi o da anticorpi legati alla 
superficie delle cellule bersaglio. Le classi anticorpali coinvolte nell’attivazione 
sono le IgM ed alcune sottoclassi delle IgG, quali IgG1, IgG3, ed in minor misura 
IgG2, ma l’attivazione avviene anche ad opera di altri attivatori non 
immunonogenici riconosciuti dal C1q. Il C1q circola normalmente nel sangue con 
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due proteasi seriniche zimogene, C1r e C1s [42]. Quando due IgG oppure una 
IgM pentamerica si legano ad una superficie bersaglio, il complesso 
macromolecolare C1 (C1qr2s2 stabilizzato dallo ione Ca2+) si lega al frammento Fc 
di questi anticorpi mediante la porzione globulare del C1q. Questo legame causa 
una modificazione conformazionale del C1q che porta ad una autoattivazione del 
C1r, la cui funzione serin-proteasica porta alla scissione e conseguente 
attivazione del C1s. Questo, a sua volta, esplicando nuovamente un’attività serin-
proteasica idrolizza i due substrati C4 e C2. Il C4 viene scisso in due frammenti: 
uno di piccole dimensioni, il C4a, che rimane solubile, ed un frammento più 
grande, il C4b, che si lega alla superficie del bersaglio. Il C2 si lega ancora inattivo 
al C4b e viene a sua volta attivato dall’azione proteolitica del C1s che lo scinde in 
due frammenti: C2a e C2b. Il frammento C2a resta legato al C4b formando un 
complesso enzimatico, C4b2a, noto come C3 convertasi della via classica, che 
attiva il C3 scindendolo in due frammenti, C3a e C3b. 
Alcune molecole di C3b si legano al complesso C4b2a attivato formando la 
C5 convertasi. Il C3b di questo complesso, componente enzimaticamente attivo, si 
lega al C5 alterandone la struttura in modo che il C4b2a possa scindere il C5 in 
C5a, che diffonde, e C5b che espone il sito di legame per gli altri componenti. 
Altre molecole di C3b si possono legare direttamente alle membrane cellulari 
contribuendo ad innescare la via alternativa. 
Essa è infatti normalmente innescata da diverse sostanze localizzate sulla 
superficie di batteri, funghi, virus e parassiti o da prodotti di degradazione cellulare 
che attivano il C3 senza l’intervento degli anticorpi. Questo componente è molto 
instabile, tanto che può andare incontro ad idrolisi spontanea (tick-over). 
L’attivazione del C3 comporta, anche in questo caso, la sua scissione in un 
frammento più piccolo C3a, che rimane solubile, ed uno più grande, C3b, che si 
può legare covalentemente ai bersagli come detto a proposito della via classica. Al 
C3b, attraverso un legame mediato dal Mg2+, si lega il fattore B, sul quale agisce il 
fattore D, una serin-esterasi sierica che stacca un piccolo frammento (Ba) dal 
fattore B stesso originando il frammento Bb. Si forma così il C3bBb, un complesso 
con attività C3 convertasica, che ha un’emivita estremamente breve, ma che può 
venir prolungata se il complesso viene stabilizzato dal legame con la proteina 
sierica properdina. 
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La C3 convertasi, una volta formata, agisce su altre molecole di C3, alcune 
delle quali si legheranno al fattore Bb dando origine al complesso C3bBb3b che 
svolge attività C5 convertasica portando alla formazione del C5b [40]. 
La via lectinica, infine, viene attivata in seguito all’interazione della MBL 
(mannose-binding-lectin) con carboidrati, quali N-acetilglucosamina, mannosio o 
fucosio, esposti sulla parete cellulare di agenti patogeni [43] [44]. Quando la MBL, 
molecola che avvia l’attivazione di questa via, si lega a carboidrati presenti sulla 
superficie di microrganismi patogeni, si attivano le serinproteasi associate alla 
MBL, MASP1 e MASP2 (mannan-binding-lectin associated serine protease) [45], 
che agiscono in modo simile alle serinproteasi C1r e C1s associate al C1q. 
Queste scindono il C4 e il C2 in frammenti, due dei quali il C2a e il C4b si 
associano a formare la C3 convertasi. La cascata di reazioni che seguono 
all’attivazione della C3 convertasi sono uguali a quelle della via classica e 
culminano anch’esse con la formazione del C5b. 
Lo step finale della sequenza complementare è comune a tutte e tre le vie 
e coinvolge C5b, C6, C7, C8 e C9 che, interagendo sequenzialmente, portano alla 
formazione del complesso C terminale (TCC). Questa perforina s’inserisce come 
complesso di attacco alla membrana (MAC) nella cellula bersaglio causando 
citolisi [46]. 
Il C5b è particolarmente instabile e viene inattivato in meno di due minuti 
se non viene stabilizzato dal legame con il C6. Quando il C5b6 lega il C7, il 
complesso va incontro ad una transizione strutturale idrofilica-anfifilica, per cui 
vengono esposti siti di legame per i fosfolipidi di membrana che consentono al 
complesso C5b67 di inserirsi nel doppio strato lipidico. Quando il complesso 
C5b67 adeso alle membrane lega il C8, penetra ulteriormente nel doppio strato 
lipidico. A questo punto C5b678 lega il C9, che polimerizza formando un poro 
transmembranario molto simile a quello costituito dalle perforine, di forma tubulare 
e del diametro di 70-100 Å, formato da 12-15 molecole di C9. Il poro permette la 
libera diffusione di ioni e piccole molecole per cui la cellula va incontro a lisi 
osmotica [40]. 
Poiché il sistema del complemento è un meccanismo di difesa aspecifico e 
quindi in grado di attaccare anche le cellule dell’ospite, si sono sviluppati dei 
meccanismi di controllo per indirizzare la reazione contro i bersagli voluti. Oltre 
alla produzione di un certo numero di componenti estremamente labili, che si 
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inattivano spontaneamente non appena diffondono lontano dalle cellule bersaglio, 
vi sono varie proteine regolatrici che inattivano diversi componenti del 
complemento. 
La glicoproteina C1 inibitore (C1Inh) può formare un complesso con C1r2s2 
ed indurre la sua dissociazione dal C1q, prevenendo la successiva attivazione di 
C4 o C2.  
Due proteine di membrana, il recettore per il complemento di tipo 1 (CR1) 
e la proteina cofattore di membrana (MCP o CD46), assieme alla proteina legante 
il C4b (C4bBP) solubile, sono fattori regolatori del complemento che fanno parte di 
una famiglia di proteine che interagiscono con il C3b e con il C4b, regolando 
l’attività C3 convertasica sia nella via classica che in quella alternativa. Vengono 
sintetizzate da geni presenti sul cromosoma 1 in un locus denominato “regolatore 
dell’attivazione complementare”, RCA, e contengono sequenze aminoacidiche 
ripetute di circa 60 residui dette “short consensus repeats” (SCR). Pur essendo 
strutturalmente differenti, queste proteine agiscono in modo simile legandosi al 
C4b ed impedendo la sua associazione con il C2a. Avvenuto il legame tra C4b ed 
una di queste proteine, un’altra proteina regolatrice, il fattore plasma proteasico I 
scinde il C4b in C4d legato e C4c solubile; una regolazione simile previene 
l’associazione della C3 convertasi C3bBb della via alternativa. In questo caso 
CR1, MCP o un componente regolatore detto fattore H si legano al C3b 
impedendo la sua associazione col fattore B. Il fattore I, quindi, scinde il C3b in un 
frammento iC3b legato ed un frammento C3d solubile. Il primo viene ulteriormente 
degradato dal fattore I a C3c, che viene rilasciato, e C3dg che rimane legato alla 
membrana [40].  
Ognuna di queste proteine previene l’amplificazione dell’attivazione 
complementare accelerando il decadimento della C3 convertasi mediante 
l’induzione del rilascio del componente enzimaticamente attivo (C2a o Bb) dal 
componente legato alla membrana (C4b o C3b) il quale, in seguito alla  
dissociazione, viene scisso ulteriormente dal fattore I con l’inattivazione 
irreversibile della convertasi. 
Poiché la possibilità che il complesso C5b67 venga rilasciato e possa 
causare la lisi di cellule vicine rappresenta una seria minaccia per le cellule sane 
“spettatrici innocenti”, esistono anche due proteine di regolazione presenti sulla 
membrana di molti tipi di cellule che bloccano la formazione del MAC. Esse sono il 
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fattore di restrizione omologo (HRF) e l’ inibitore di membrana della lisi reattiva 
(MIRL o CD59). Essi fanno parte di un gruppo di proteine sintetizzate 
distintamente dal locus RCA ed in grado di proteggere le cellule dalla lisi non 
specifica mediata dal complemento legando il componente terminale C8 ed 
impedendo la polimerizzazione del C9 nonché la sua inserzione nella membrana 
cellulare. Anch’essi sono ancorati alla membrana attraverso lipidi glicani, sono 
capaci di restringere la loro attività solo ai componenti del complemento 
appartenenti alla stessa specie della cellula bersaglio ed alle superfici cellulari alle 
quali sono integrati. Per questa ragione si dice che sviluppano una restrizione 
omologa, dalla quale HRF deriva il suo nome. 
E’ interessante notare che l’ancora di glicosilfosfatidilinositolo conferisce 
alle proteine che la possiedono una maggior mobilità laterale sulla membrana 
cellulare e ciò potrebbe essere importante per i veloci movimenti verso i siti di 
attacco del complemento allo scopo di prevenire la formazione del MAC. 
Allo stesso gruppo di proteine in cui si collocano CD59 e HRF appartiene 
anche la proteina S o vitronectina, una glicoproteina sierica costituente il più 
importante inibitore della sequenza terminale del complemento. E’ in grado di 
legarsi al C5b67 libero o al sito metastabile della sequenza terminale che si sta 
formando, inducendo una transizione idrofilica che impedisce l’inserimento del 
complesso nella membrana delle cellule contigue o prevenendo la 
polimerizzazione del C9 [40]. 
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Figura 4. Schema riassuntivo delle tre vie di attivazione del sistema complementare 
J. Cell. Mol. Med. Vol 12, No 4, 2008 [47] 
 
3.1. C1q 
La molecola del C1q umano è una proteina serica, codificata da un gene situato 
nel cromosoma 1 (1p34.1-1p36.3) che fa parte del complesso C1 ed ha un peso 
molecolare di 460 kDa. 
Il C1 è un complesso formato da tre glicoproteine che è composto da una 
molecola di C1q e da due molecole di C1r e due di C1s che interagiscono a 
formare un complesso proenzimatico calcio dipendente. C1q presenta una 
conformazione a sei subunità; ciascuna subunità contiene tre catene 
polipeptidiche, ognuna delle quali è costituita da una catena A, una B e una C 
(Figura 5). L’intera molecola è composta, quindi, da 18 catene polipeptidiche (6A, 
6B, e 6C). La catena A (223 residui), la catena B (226 residui), e la catena C (217 
residui) hanno ognuna una breve regione N-terminale di 3-9 residui che contiene 
cisteine coinvolte nella formazione di legami disolfuro intercatena; seguita da una 
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sequenza simile al collagene di circa 81 residui e una regione globulare C-
terminale (gC1q) di 135 aminoacidi [22].  
 
Figura 5. Schema riassuntivo della struttura quaternaria del C1q. Le catene a e b o due catene g si 
uniscono tra loro tramite ponti disolfuro a formare dimeri. Un dimero C-C e due dimeri A-B si 
assemblano tra loro a formare la struttura tridimensionale. 
Il legame del frammento Fc delle IgG e IgM avviene a livello delle porzioni 
globulari (gC1q) del C1q. Gli steli di connessione contengono regioni a tripla elica, 
mentre la regione del core contiene una tripla elica. I due proenzimi C1r e i due 
proenzimi C1s sono posizionati all’interno dell’ anello. Le aree catalitiche di C1r e 
C1s sono strettamente ravvicinate e il cambiamento conformazionale causato in 
C1q dal legame alle immunoglobuline complessate provoca la reciproca 
attivazione/scissione di ciascuna unità C1r, seguita dalla scissione delle due unità 
C1s. La coesione dell’ intero complesso dipende da Ca2+ [23][24].  
Oltre a proteine immunologiche come le IgG e le IgM, anche proteine non 
immunoglobuliniche come ad esempio il DNA, la proteina C reattiva (CRP), la 
proteina sierica amiloide (SAP), le pentraxine e recettori cellulari per il C1q, sono 
in grado di legare il C1q attraverso il dominio collagenico. Numerose sono le 
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proteine identificate come possibili recettori cellulari per il C1q [25] e tali candidati 
sembrano mediare l’estesa varietà di funzioni che il C1q esercita [25].  
La sequenza genica che codifica per il dominio globulare del C1q è stata 
riscontrata in numerose altre proteine che non fanno parte del sistema completare 
come EMILINA, Precerebellina e molecole collageniche. L’analisi strutturale di 
queste proteine tramite cristallografia ha dimostrato che il folding 3D del gC1q 
presenta molte analogie con le proteine appartenenti alla famiglia del TNF e ciò ha 
fatto supporre che queste molecole derivino da un precursore ancestrale comune. 
Questo ha fatto in modo, quindi, che tutte le proteine recanti questa struttura 
conservata venissero raggruppate in un’unica famiglia che prende il nome di 
C1q/TNF superfamily [48]. 
La maggior parte delle proteine del sistema del complemento sono sintetizzate nel 
fegato dagli epatociti. Tuttavia, è noto che i macrofagi possono integrare la 
presenza di queste proteine plasmatiche sintetizzando i primi componenti 
complementari, sia della via classica che di quella alternativa, a livello locale. Il 
C1q è una proteina insolita in quanto è prodotta dai macrofagi tissutali ma non 
viene sintetizzata dagli epatociti [48]. Sebbene sia stato dimostrato che anche le 
cellule dendritiche sono in grado di produrre C1q, i macrofagi risultano 
probabilmente la principale fonte di C1q sierico. La produzione di C1q da parte di 
macrofagi e cellule dendritiche viene inoltre modulata da numerosi stimoli. 
Petry e colleghi (2001) [49] hanno dimostrato chiaramente che le cellule 
ematopoietiche sono in grado di produrre C1q in vivo. Essi hanno notato infatti 
che, quando il midollo osseo di un topo WT veniva trapiantato in un topo C1q 
deficiente irradiato la presenza sistemica di C1q veniva ripristinata mentre quando 
un topo WT irradiato riceveva il midollo osseo di un topo C1q-/- questo perdeva la 
capacità di produrre C1q.  
 
3.1.1. Funzioni alternative di C1q 
L’associazione costante tra C1q-deficienza e l’insorgenza di patologie a carattere 
auto-immunitario come il lupus eritematoso sistemico (SLE) non è spiegata 
direttamente dal suo classico ruolo di attivatore del complemento. Il C1q presenta, 
infatti, anche molteplici funzioni immuno-regolatorie, importanti per il 
mantenimento dell’omeostasi tissutale. Sempre più numerose sono le scoperte 
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relative a nuove funzioni che questa proteina sembra svolgere come la 
regolazione del differenziamento, dell’attivazione e della motilità cellulare [48]. 
Il C1q è coinvolto nella clearance dei corpi apoptotici, proteggendo dall’insorgenza 
di fenomeni di auto-immunità e aumenta la capacità di fagocitare bersagli 
opsonizzati; regolando però la citotossicità indotta dalla fagocitosi FcR-
dipendente; stimola il metabolismo ossidativo dei neutrofili e induce un aumento 
della secrezione di immunoglobuline da parte dei linfociti B; modula la risposta 
immune umorale, influenzando il profilo di citochine prodotte dai linfociti T 
antigene-specifici; stimola l’espressione di molecole di adesione in piastrine (α2β3) 
ed in cellule endoteliali (E-selectina, ICAM-1 e VCAM-1); inoltre favorisce 
l’adesione e la proliferazione dei fibroblasti e coopera con le integrine β1 per 
l’adesione e lo “spreading” di cellule endoteliali. Tutte queste e numerose altre 
funzioni che svolge il C1q sono riassunte nella tabella in Figura 7.  
 
 
Figura 6. Schema riassuntivo delle cellule che producono C1q, delle molecole in grado di 
modularne la sintesi e delle cellule bersaglio su cui questo componente complementare va ad 
agire. Sono inoltre riassunti gli effetti che il C1q è in grado di scatenare legandosi alle cellule 
bersaglio [48]. 
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Figura 7 Gli effetti del C1q solubile (sC1q) e immobilizzato C1q (imC1q) sui vari tipi di cellule sono 
raggruppati separatamente. Il meccanismi effettori del C1q sono ulteriormente raggruppati sulla 
base di specifici tipi di cellule. Mac, macrofagi; Mo, monociti; Neu, neutrofili; Fib, fibroblasti; O2-, 
Superossido; NO, ossido di azoto [48].  
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3.1.2. Recettori 
Gli effetti causati da C1q su questi molteplici tipi cellulari sono mediati da tutta una 
serie di molecole in grado di interagire con questa proteina. Tali molecole possono 
essere suddivise in tre sottogruppi principali: proteine transmembrana, molecole di 
origine intracellulare e componenti plasmatici. Del primo gruppo fanno parte 
proteine come C1qRp, un recettore che aumenta la capacità di fagocitosi dei 
fagociti professionali, senza indurre la liberazione di citochine pro-infiammatorie, e 
CR1 (CD35) che è anche il recettore dei leucociti per C3b/C4b e lega il C1q 
solubile mediante la regione simil-collagenica [30]. Del secondo gruppo fanno 
parte, invece, gC1qR/p33 una proteina ubiquitaria presente a livello mitocondriale 
che può essere esposta anche sulla superficie cellulare e che è in grado di legare 
la porzione globulare del C1q; e il cC1qR o calreticulina una proteina luminale del 
reticolo endoplasmatico ma che viene espressa anche sulla superficie di cellule 
endoteliali dove sembra avere un ruolo, assieme al gC1qR, nello spreading e 
nell’adesione di queste cellule. Mentre fanno parte del terzo gruppo proteine 
sieriche come la PCR (proteina C reattiva) o PTX3. Nella tabella che segue sono 
riassunte le funzioni di questi recettori per il C1q [48]. 
 
Figura 8. Tabella riassuntiva dei recettori che legano il C1q e delle funzioni che esplicano [48]. 
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4. IL COMPLEMENTO ALL’INTERFACCIA MATERNO-
FETALE 
 
A livello placentare è presente un sistema complementare in tutto e per tutto 
funzionante, la cui derivazione è implicabile sia al torrente circolatorio materno che 
ad una sintesi locale da parte di cellule fetali e materne. Anche a questo livello, 
come negli altri distretti tissutali, il complemento svolge l’importante ruolo di 
proteggere le delicate strutture fetali da agenti infettivi e tossici sebbene numerose 
evidenze suggeriscano che un’attivazione incontrollata del complemento a questo 
livello può essere causa di perdita fetale.  
La protezione del prodotto del concepimento dai prodotti dell’attivazione 
complementare materna è compiuta attraverso l’espressione di regolatori che 
agiscono a differenti livelli della sequenza complementare [50]. La proteina 
regolatoria del complemento DAF o CD55 controlla la C3 convertasi, mentre la 
proteina cofattore di membrana (MCP o CD46) e il recettore del complemento di 
tipo 1 (CR1) sono cofattori dell’inattivatore del C3b che rompe il C3b causando la 
degradazione di questa molecola. Il CD59, analogamente al DAF, è legato alle 
membrane cellulari attraverso una GPI anchor e neutralizza l’attività citolitica del 
complesso inibendo la polimerizzazione del C9 all’interno del MAC. Tutti questi 
regolatori complementari sono presenti in placenta a partire dalla sesta settimana 
di sviluppo. Come conseguenza del diretto contatto con il sangue materno, il 
sinciziontrofoblasto è ben protetto dall’attacco del complemento attraverso 
l’espressione di tre molecole regolatorie: DAF, MCP e CD59 [51, 52]. Oltre a ciò le 
cellule fetali sono in grado di legare la proteina S o vitronectina, un inibitore del 
complesso terminale, del plasma materno fornendo un’ulteriore metodo di 
protezione [53]. 
Il citotrofoblasto esprime quantità normali di CD59 ed MCP ma una quantità 
minore di DAF, probabilmente perché queste cellule hanno bisogno di poca 
protezione dall’attacco del complemento rispetto al sinciziotrofoblasto.  
La presenza di DAF, MCP e CD59 è stata anche individuata nei trofoblasti 
extravillosi, benché queste cellule non siano a diretto contatto col sangue materno, 
ad eccezione del trofoblasto endovascolare. E’ interessante notare che, mentre 
CD59 è distribuito in tutti i tipi di trofoblasti, DAF ed MCP sono preferenzialmente 
espressi nelle cellule giganti della decidua [19]. Queste proteine controllano 
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l’attivazione del complemento solo sulla superficie delle cellule che le esprimono 
[54] sebbene sia stato dimostrato che l’MCP può anche esistere in forma solubile, 
potendo contribuire alla regolazione del complemento nello spazio intervilloso [55]. 
L’importanza protettiva dei sistemi di regolazione a livello del trofoblasto è 
certamente dimostrata dal fatto che il C3 e componenti terminali del complemento 
non sono rilevabili sulle cellule trofoblastiche anche in condizioni cliniche associate 
a massiccia deposizione di componenti del complemento a livello deciduale. E’ 
stato dimostrato, inoltre, che MCP e CD59 possono proteggere il trofoblasto anche 
dalla lisi reattiva generata dai complessi C5b-6 che danno il via alla formazione del 
MAC. In quest’ottica il trofoblasto è dunque protetto dalla lisi scatenata 
dall’attivazione complementare dovuta a reazioni antigene-anticorpo che possono 
verificarsi nelle vicinanze del sito di impianto, ad esempio in caso di infezioni [56]. 
MCP, DAF, CD59 e anche C8bp (C8 binding protein), che si ricorda accanto 
a CD59 ed alla proteina S, sono anche presenti sulle cellule amniotiche. I bordi a 
spazzola delle membrane sono topologicamente distinti da altre membrane 
plasmatiche per il fatto di possedere microvilli e domini intermicrovillosi di 
differente composizione, portare un più ricco glicocalice ed essere maggiormente 
dotati di glicolipidi rispetto ai domini basolaterali: ciò influenza il sito e la tipologia 
di fissazione del complemento e quindi l’accesso delle proteine di regolazione.  
Gli effetti del complemento sui trofoblasti non sono necessariamente 
citotossici ed il MAC può determinare sia una riduzione che una stimolazione delle 
funzioni cellulari. E’ noto ormai da tempo che il complesso formato 
dall’assemblamento dei 5 componenti terminali può essere inserito nella 
membrana di diversi tipi cellulari in forma sub-litica esibendo attività non-citolitica 
[52]. 
La deposizione di componenti complementari a livello di tessuti è 
solitamente mostrato associato a malattie. Questo non è il caso della placenta in 
qui depositi di componenti complementari sono documentati in gravidanze 
fisiologiche. Dato che le cellule trofoblastiche esprimono antigeni paterni, queste 
possono essere un potenziale target di anticorpi materni. Il sinciziotrofoblasto e il 
trofoblasto endovascolare sono in contatto con il sangue materno e gruppi di 
cellule del sinciziotrofoblasto vengono rilasciati nel torrente circolatorio materno 
[57]. La prima evidenza della presenza di complemento all’interfaccia materno-
fetale fu fornita da Faulk et al. [58], che analizzò placente normali a termine e a 
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pretermine per valutare la presenza e la distribuzione di componenti 
complementari attraverso tecniche di immunofluorescenza e documentò depositi 
di C1q, C4, C5, C6 e C9 in placenta umana. Questi componenti complementari 
erano associati ad alcune cellule stromali e aree di necrosi fibrinoide all’interno del 
manto trofoblastico e furono anche visti nella parete dei vasi fetali in 
accrescimento. Nel caso dei sinciziotrofoblasti, depositi di queste proteine non 
furono visti sulle membrane plasmatiche apicali ma colocalizzati con la fibrina su 
membrane plasmatiche trofoblastiche e fibrina perivillosa. Sinha et al. [59] 
trovarono depositi di C1q nella parete dei più grandi vasi fetali e in cellule stromali 
di villi corionici. Questi autori riportano una distribuzione di C4 simile a quella 
osservata da Faulk et al. [58] dal momento che C3d e C9, ma non C4, erano 
associati alla membrana basale del trofoblasto. Questo suggerisce che la 
principale via di attivazione dei depositi complementari nelle membrane basali 
trofoblastiche e nella fibrina perivillosa possa essere differente [59, 60]. 
Componenti complementari sono anche depositati nelle arterie spirali in 
gravidanze normali [61, 62]. Wells et al. [62] analizzò sezioni fissate in formalina di 
campioni di isterectomie di gravidanze normali tra la quarta e la quarantesima 
settimana di gestazione per valutare la presenza di C1q, C3d, C4, C6 e C9. 
Osservarono la deposizione di questi componenti nelle arterie spirali con una 
maggior colorazione per C3d e C9 suggerendo che il sistema del complemento è 
probabilmente attivato attraverso la via classica e che una risposta immunitaria 
umorale sotto il controllo dell’attivazione complementare possa essere coinvolta 
nei fisiologici cambiamenti che si verificano nelle arterie spirali durante le prime 
fasi della gravidanza [62]. 
Il TCC rappresenta il prodotto finale dell’attivazione complementare e la 
deposizione di questo complesso può essere facilmente rilevata usando anticorpi 
diretti contro un neoantigene esposto sul C9 polimerizzato del complesso, ma non 
sulla molecola nativa. Questo complesso era localizzato nel materiale fibrinoide 
della lamina basale della decidua, nello stroma dei villi corionici e nella parete 
vasale di placente a termine come depositi subendoteliali [53]. Il ritrovamento di 
TCC in placente normali non fu inaspettato come componenti complementari 
precoci e tardivi sono presenti in placente a termine sebbene questi studi non 
provarono evidenze conclusive per il deposito tissutale di componenti tardivi nelle 
forme attivate [53]. I depositi di TCC non sono colocalizzati con la proteina S, la 
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quale è solitamente associata col complesso citoliticamente inattivo, denotando 
qualche grado di continua attivazione complementare che avviene a livello 
placentare. 
L’esatto meccanismo di attivazione complementare che porta alla 
deposizione di TCC in placente normali non è ancora stato chiarito. Una possibilità 
è che il complemento sia attivato da resti cellulari e tissutali prodotti localmente dal 
turnover dei tessuti. Le membrane mitocondriali, enzimi lisosomiali, filamenti 
intermedi del citoscheletro e membrane dei globuli rossi sono esempi di potenziali 
attivatori locali di complemento. E’ possibile che un lieve deposito di TCC in 
placente normali sia un’espressione di un fenomeno generale che si verifica in 
tessuti normali, come può essere osservato nel rene umano normale [63]. 
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Scopo 
 
La gravidanza è una situazione fisiologica molto particolare dal punto di 
vista immunologico. Per la sua unicità, la ricerca di base in questo settore 
potrebbe consentire una migliore comprensione dei diversi meccanismi 
patogenetici che riguardano questo campo, come l’infertilità, la poliabortività o le 
gravi sindromi associate alla gravidanza come la pre-eclampsia [64, 65]; ma 
anche patologie apparentemente molto distanti dalla gestazione e dalla 
riproduzione umana, come la progressione tumorale [7] e le malattie 
autoimmunitarie. Molti dei meccanismi fisiologici e patologici che riguardano la 
placenta non sono ancora stati chiariti, sebbene negli ultimi anni siano stati fatti 
grossi progressi nella ricerca in questo ambito. 
Il sistema del complemento è uno dei più importanti effettori dell’immunità 
umorale e storicamente è stato studiato, per lo più, al fine di mettere a fuoco il suo 
ruolo centrale nella difesa del nostro organismo da agenti patogeni. Recentemente 
sono state scoperte numerose funzioni alternative del sistema del complemento 
che, talvolta, esulano dalla patologia, ma mettono in luce un importante ruolo 
fisiologico di questo complesso sistema di proteine. 
Poiché dati precedenti presenti in letteratura e confermati dal nostro 
laboratorio indicavano che la molecola C1q, il primo componente di attivazione 
della via classica del complemento, è presente in placente non patologiche, lo 
scopo di questa tesi è stato, inizialmente, quello di indagare un possibile ruolo 
fisiologico di questo componente complementare nello sviluppo placentare. 
Abbiamo voluto quindi analizzare la possibile implicazione di C1q sia nel processo 
di invasione endovascolare che di migrazione interstiziale del trofoblasto 
extravilloso, caratterizzando questa proteina anche come possibile marker di 
decidualizzazione endoteliale. Inoltre, poiché la pre-eclampsia è una patologia 
della gravidanza causata dalla mancata invasione trofoblastica delle pareti delle 
arterie spirali, abbiamo voluto capire se il C1q fosse in qualche modo implicato 
nell’insorgenza di questa sindrome sistemica.  
Lo scopo di questi tre anni di studi è stato quello di migliorare le 
conoscenze riguardanti i profondi cambiamenti che avvengono fisiologicamente a 
livello uterino nel corso del primo trimestre di gravidanza, focalizzando l’attenzione 
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sul rimodellamento vascolare, sull’analisi del fenotipo dell’endotelio deciduale e sui 
processi che regolano l’invasione e la migrazione cellulare in decidua. Il fine ultimo 
di queste ricerche è stato quello di individuare possibili marker diagnostici e target 
terapeutici per patologie legate alla gravidanza e all’ infertilità. 
Lo studio di nuovi fattori coinvolti nel processo di invasione del trofoblasto in 
decidua è importante, non solo per comprendere meglio i meccanismi che 
regolano la placentazione e quindi i meccanismi eziopatogenetici di malattie 
correlate con la gravidanza, ma è utile anche per studiare altri fenomeni legati alla 
migrazione cellulare come la metastatizzazione tumorale.  
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Risultati 
1. IL C1q NEL PROCESSO DI REMODELLING DECIDUALE 
E INVASIONE ENDOVASCOLARE DEL TROFOBLASTO 
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2. IL C1q NEL PROCESSO DI INVASIONE INTERSTIZIALE 
DEL TROFOBLASTO EXTRAVILLOSO 
The recognition molecule of the complement system C1q is a component 
of the extracellular matrix protein network in placental development. 
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ABSTRACT 
The complement system is one of the main mediator of inflammatory reactions in the 
vascular circulation and is an important effector mechanism of both the innate and adaptive 
immune system. Furthermore some components of the complement system can interact 
with several cells in the environment triggering a number of inflammatory and homeostatic 
functions.  
Our data point to a relevant role of C1q, the recognition molecule of the complement 
system in the physiologic changes of decidua that occur in placenta during the early phase 
of pregnancy and in particular we demonstrated that this molecule is produced locally by 
invasive trophoblast, bound the ECM proteins present in the local microenvironment and it 
is involved in the interstitial invasion of trophoblast cells. Our data evidenced also poor 
placentation and vascular remodelling of the C1q-/- mice implantation sites. These data lead 
us to hypothesize that C1q might be involved in pregnancy disorders in which defect of 
trophoblast invasion have been described such as pre-eclampsia, IUGR and RSA. 
INTRODUCTION 
Successful implantation of the foetus into the uterine wall of the mother depends on the 
special interactions that the fetus establishes with the mother. They both contribute to the 
structural organization of the placenta, a newly formed organ that plays a key role in the 
regular progression of pregnancy till it reaches full term. A characteristic feature of the 
feto-maternal interaction during placentation is the invasion of maternal decidua by fetal 
cytotrophoblasts (CTBs). The cells detach themselves from the basement membrane of the 
chorionic villi and form a column of non-polarized extravillous trophoblast (EVT) cells 
which migrates into the maternal decidua reaching the inner third of the myometrium [1].  
Mechanistically, trophoblast invasion strongly resembles the invasion of tumor cells, but 
differs from it by tight regulation in time and space [2]. Trophoblast cells are capable of 
invasion processes that are seen also in malignancies with the exception that trophoblast
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cells are physiological cells that grow invasively in a completely physiological setting [3-5] 
and impairment of this type of invasion can result in pregnancy related pathologies.  
A progressive change in the surface expression of integrins allows the trophoblast cells to 
leave the chorionic villi and to bind to the extracellular matrix (ECM) of decidua [6, 7]. 
During the differentiation of CTBs into the EVT cell lineage and invasion of the uterine 
wall, these cells modulate the expression of a wide range of adhesive molecules [6, 8-11]. 
They replace the epithelial-like receptors, e.g. E-cadherin and α6β4 integrin, with adhesion 
molecules typical of endothelial cells, e.g. VE-cadherin, vascular cell adhesion molecule-1 
(VCAM-1), platelet endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1), and αvβ3 and α1β1 
integrins [12].  
Studies about the mechanisms involved in the regulation of EVT proliferation, migration 
and invasion have indicated that regulation is provided by a variety of factors present in the 
EVT cell microenvironment, including growth factors, growth factor-binding proteins, 
metalloproteinases (MMPs) as well as by interactions that EVT establish through their cell 
surface integrins with certain ECM components [8, 13-15].  
Invasion of decidua by EVT is favoured by a change in the distribution of ECM protein 
[16]. For example it was suggested that fibronectin (FN), an ECM protein abundant at sites 
of anchoring villous formation in vivo and in the ECM encountered by EVT during their 
migration within the decidual tissue acts as a bridging ligand mediating anchorage and/or 
migratory activity of trophoblast cells following the interaction with the cognate α5β1 
integrin receptor present on their surface [12]. Furthermore we have previously identified 
EMILIN1 as a candidate molecule exerting a crucial role in promoting EVT migration 
and/or invasion from the anchoring columns into the decidualized and perivascular stroma 
[17]. 
C1q is a recognition molecule of the C system and its main function is to initiate the 
activation of the classical pathway leading to the release of biologically active products 
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that are primarily involved in the removal of ICs, infectious and other harmful agents.  
C1q trigger a variety of cellular responses, including clearance of apoptotic cells [18] and 
protection against autoimmunity [19], enhancement of phagocytosis of antibody-optinized 
target [20] and stimulation of oxidative metabolism via neutrophils [21]. Soluble C1q 
stimulates mast cell, neutrophil and eosinophil chemotaxis and can regulate fibroblast 
migration and apoptosis [22] and finally C1q-mediated endothelial cell adhesion and 
spreading [23]. 
We previously demonstrated that under physiologic conditions decidual ECs (DECs) 
synthesize and express C1q on their surface and it acts as a molecular bridge to promote 
endovascular trophoblast invasion [24]. The aim of the present investigation was to 
demonstrate that C1q has an additional role and contributes to the physiologic changes of 
decidual remodelling that occur in placenta during the early phase of pregnancy.  
In the present study, by using ex vivo cells and an in vitro cellular model system of 
trophoblast, we have identified C1q as a candidate molecule exerting a crucial role in 
promoting EVT migration and/or invasion from the anchoring columns into the 
decidualized and perivascular stroma.  
RESULTS 
C1q is localised in areas of invading trophoblast. 
Immunohistochemical analysis of paraffin embedded first trimester placenta with rabbit 
antibody to human C1q showed a wide distribution of this complement (C) component in 
the decidual stroma (Fig. 1A). Double staining of tissue sections for C1q and cytokeratin-7 
to identify trophoblast cells fail to reveal C1q on sincytiotrophoblast and the underlying 
cytotrophoblast layer of the villi (Fig. 1A). Conversely, C1q was documented on 
trophoblast that were localized at the tip of anchoring villi, in the trophoblast shell, and at 
the level of the cytotrophoblast columns on their way to invade the decidua ( Fig. 1A-D). 
Staining for C1q was particularly evident in cells spread in the decidua and surrounding the 
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spiral arteries (Fig.1E). A closer analysis of trophoblast invading the decidua revealed 
marked cytoplasmic staining of these cells (Fig. 1D-E). 
Cytotrophoblast  express C1q at mRNA and protein level 
The finding of intracellular localization of C1q in EVT led us to investigate the ability of 
these cells to synthesize and to secrete this C component. Initially, we performed RT-PCR 
for the three chains of C1q (A, B and C) on mRNA extracted from the whole placenta, 
interstitial cytotrophoblasts (CTBs), stromal cells (DSCs), the most abundant cells present 
in decidua, and peripheral blood derived macrophages (PBDM) analysed as a positive 
control. The results presented in Fig. 2 show that the mRNA for the three chains was 
expressed in PBDM, and in the whole placental tissue, suggesting local production of C1q. 
Analysis of decidual cells revealed the presence of the three transcripts in CTBs, while 
DSCs express only the mRNA for the A chain (Fig. 2A).  
Since C1q was observed only in invasive trophoblasts (Fig.1B-1D), we hypothesized that 
the expression of C1q on CTBs was correlated with the acquisition of the invasive 
phenotype by these cells. To confirm this hypothesis, we examined HLA-G positive and 
HLA-G negative CTB cells for the presence of mRNA for C1qC by RQ-PCR assay that, in 
our previous study [24], proved to be the transcript that discriminate the C1q secreting 
from non secreting cells. As shown in figure 2B, HLA-G positive cells expressed an 
amount of mRNA C1qC essentially similar to that detected in PBDM while HLA negative 
CTBs failed to express the C1qC transcript. 
Next, we analyzed the ability of CTBs to release C1q in the spent medium. To this end, 106 
invading CTBs were plated in multiwell chambers, and the cell supernatants were collected 
after 48h of culture and stored at –80°C. The C1q in these samples analyzed by ELISA was 
detected in amount that was approximately half the level of C1q secreted by PBDM and 
varied between 50 and 100 ng/106 cells (Fig. 2C). 
C1q secreted by trophoblast cells is used for their invasion in decidua.  
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Having found that C1q is secreted by the invading CTBs and is widely distributed in 
decidua, we asked the question if this C component plays a role in trophoblast motility. To 
evaluate cell binding to C1q, freshly isolated CTBs were labelled with FastDiI and allowed 
to adhere to solid phase-bound C1q or purified C1q globular head (gC1q) in 96-well plates 
for 30 minutes at 37°C, using BSA and FN as negative and positive controls respectively. 
Approximately 40% of CTBs adhered to C1q as opposed to 20% of cells adhering to BSA 
and 60% to FN. Interestingly, the percentage of CTBs binding to the globular head of C1q 
was essentially similar to that observed with the whole C1q, suggesting that trophoblast 
cells interact with the globular domain of the protein. 
CTBs attached to C1q and FN exhibited different morphology in that the cells bound to FN 
were well spread out, whereas those adhering to C1q appeared much smaller, displaying 
wide ruffles, that extended in multiple directions. Staining of the cells spread on FN with 
RPE-phalloidin revealed a high number of actin-containing stress fibers, while paxillin 
localized at focal contacts at the tips of stress fibres. By contrast, the actin in cells bound to 
C1q was mainly present along the cell periphery at the level of extended cell protrusions, 
while paxillin was evenly distributed in the cytoplasm in the absence of an apparent focal 
contact formation.  
Next, we examined the ability of C1q and FN to promote CTB migration. The inserts of 
transwells were coated on their upper side with C1q or FN and CTBs in the upper chamber 
were allowed to migrate in the presence or in the absence (data not shown) of decidual cell 
conditioned medium (DCM) added to the lower chamber as a chemotactic stimulus. C1q 
and FN caused migration of about 10% CTBs in the absence of DCM, but this value raised 
to 25% when the cells were allowed to migrate through FN in the presence of DCM and 
increased further to 45% when the insert was coated with C1q (Fig. 3B), suggesting that 
this C component is more efficient than FN in promoting CTB migration.  
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To mimic more closely the situation encountered by CTBs during their invasion of decidua 
where they interact with the ECM, the insert of the transwell was first coated with 
fibronectin and then with C1q. Fibronectin was selected as one the ECM molecules largely 
expressed in decidua and found to establish strong interaction with C1q (supplemental 
figure 1). The results presented in Fig. 3B clearly show that the C1q bound to FN 
maintains its ability to support migration of CTB cells. 
gC1q R and β1 integrin are involved in trophoblast-C1q interaction. 
We have previously shown that gC1q receptor on endovascular trophoblast is involved in 
the adhesion of these cells to decidual endothelial cells expressing C1q on their surface 
[24]. To evaluate the contribution of gC1q receptor to CTB-C1q interaction, the adhesion 
assay was performed using CTBs that had been pre-incubated with two different antibodies 
to gC1qR, mAb 60.11 or mAb 74.5.2, that recognize distinct epitopes on the molecule, or 
an antibody to cC1qR, for 30 min at 37°C. As shown in Fig. 4A, the adhesion of CTBs to 
C1q was inhibited almost completely by mAb 60.11, while the other mAb 74.5.2 to gC1qR 
and the polyclonal antibody to cC1qR were ineffective. We have also examined the effect 
of neutralizing antibodies to α4 and β1 integrin based on our previous finding that 
trophoblast cells use α4β1 integrin to interact with EMILIN1, that belongs to C1q family 
sharing gC1q signature domain [17, 25]. Our results (Fig. 4A) suggest that both α4 and β1 
integrin are also involved in adhesion of CTBs to C1q. The same molecules appear to play 
a role in the migration of trophoblast through C1q, as suggested by the data shown in Fig. 
4C. 
Since Feng et al [26] have provide evidence for the association of gC1qR with β1 integrin 
on endothelial cells upon binding to C1q, we checked whether this may also be true in our 
model system. To this end, 3x106 CTB were incubated with solid phase-bound C1q, lysed 
and separately immunopurified on Protein G Sepharose beads coupled with rabbit 
antibodies to β1 integrin, gC1qR or C1q. Analysis of the three affinity-purified samples by 
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SDS-PAGE and immunoblot revealed the presence of β1-integrin (Fig. 5A). As shown in 
figure 5A, in all the three immunoprecipitated samples, the antibody revealed two distinct 
bands, probably corresponding to different isoforms of β1 integrin. We failed to detect 
gC1qR by immunoblotting, but we were able to reveal the receptor in the same samples by 
ELISA (Fig. 5B). Confocal analysis was also used to further prove the co-localization of 
gC1qR and β1-integrin at the point of contact of CTBs with C1q (Fig. 5D). 
Binding of trophoblast cells to C1q enhances Erk1/2 MAP kinase phosphorylation 
Based on the ability of C1q to support trophoblast cell adhesion and migration, we 
investigated whether binding of C1q to trophoblast cells could also result in the 
activation of signaling molecules involved in the regulation of cellular processes 
associated with adhesive and migratory functions. To this purpose primary culture of 
trophoblast cells isolated from first trimester pregnant women were allowed to bind to 
C1q, fibronectin (FN), or BSA precoated wells for different lenght of time at 37°C and 
then the phosphorylation status of Erk1/2 MAP kinases on total cell lysates was 
evaluated by immunoblotting. The data obtained indicate that binding of trophoblast 
cells to C1q results in the activation of Erk1/2 MAP kinases which was already evident 
at 5 min and still persisted at 20 min after stimulation. Interestingly, the levels of Erk1/2 
MAP kinase phosphorylation observed following trophoblast cell binding to C1q were 
quite similar to those observed following trophoblast cell binding to FN (Fig. 6). 
These results strongly suggest that the receptor for C1q found on trophoblast cells was 
able not only to mediate cell adhesion to C1q but it is also able to trigger a signaling 
cascade when properly aggregated by its natural ligand. 
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Defective invasion of CTBs in C1q-/- mice associated with embryo growth retardation. 
To investigate the actual contribution of C1q to the development of pregnancy, we 
performed a gross and microscopic time-course analysis of implantation sites from C1q-/- 
mice and WT controls. 
Increased fetal resorption frequency (Fig. 7A ) and diminished fetal weight (Fig. 7B ) was 
observed in C1q deficient mice at day 15 of pregnancy compared to wild type mice. In 
accordance with the increased fetal death observed at day 15 of pregnancy, C1 deficient 
mice showed smaller litter sizes at birth when compared to wild type mice (Fig. 7C). 
Histopathological analysis of implantation sites from C1q-/- mice at different time points, 
namely gestation day 7, 9, 10, 12, and 14, revealed signs of a delayed development as 
compared to gestation-day-matched WT controls. Histopathological changes were mostly 
noticed on samples from gestation day (gd) 9 onward in the form of an impaired labyrinth 
development ( Fig. 8A-B) and decidual vessel remodelling (Fig. 8C-D) and of an excess of 
edema in the decidual stroma interstitium. 
On immunohistochemical evaluation for cytokeratin, a lower degree of trophoblast 
invasion was also noticed since peri-arteriolar trophoblast nests, which were observed in 
WT samples, were almost completely absent in age-matched C1q-/- samples. 
DISCUSSION 
We have demonstrated that C1q support trophoblast migration and invasion of decidual 
tissues. 
C1q is a recognition molecule of the C system and its main function is to initiate the 
activation of the classical pathway leading to the release of biologically active products 
that are primarily involved in the removal of ICs, infectious and other harmful agents. C1q 
is usually detected on cells or tissues in pathologic situations in association with other C 
components. This is not the case of placenta where the presence of C1q in normal samples 
no co-localize with other complement component such as C4, C3 and C9 neoantigen. [24]. 
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The Immunohistochemical detection of C1q at the placental level in the absence of C 
activation was an unexpected finding and raised the question whether C1q may be locally 
produced. 
We have recently provided data indicating that endothelial cells of spiral arteries acquire 
the ability to synthesize C1q during pregnancy. The C1q binds avidly to the cell surface 
and acts as physical link between endovascular trophoblast and DECs [24]. The data 
presented here suggest that also trophoblast cells can be a source this component at the 
placental level. 
Beside decidual endothelial cells the C1q-producing cells that include primarily 
macrophages [27], fibroblasts [28], epithelial cells of the intestinal and urogenital tracts 
[29], follicular dendritic cells and interdigitating cells [30].  
We have recently demonstrated that CTBs are a source of complement components at the 
placental level. In particular we have shown that CTBs can synthesize and secrete high 
amount of C4 and C3 and although we found the transcript for C7 and C9 while they do 
not secrete detectable amount of these late complement components (manuscript 
submitted). Although the amount of C4 and C3 secreted by trophoblasts was lower than 
that produced by hepatocytes, it can still be sufficient to contribute to the local defence 
promoting phagocytosis of opsonized pathogens. 
Our immunohistochemical analysis demonstrated that C1q was particularly evident at sites 
where invading trophoblast were present, while no staining was observed in the 
sincytiotrophoblast layer and in the underlying cytotrophoblast stem cells and therefore we 
can conclude that it is localised preferentially in critical sites of trophoblast invasion.  
Our in vitro data strongly support the fact that C1q is associated with the invasive 
phenotype of trophoblast cells. In fact only HLA-G positive cells are able to synthesise this 
component. This data can be added to all the phenotypical changes observed in invading 
trophoblast such as the expression pattern of adhesion molecules [7] or hyperglycosylate 
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hCG [31]. 
The observation that CTBs produce C1q in vitro when they acquire a invasive phenotype, 
led us to hypothesize that trophoblast cells deposited C1q in the decidual stroma to favour 
their invasion of the uterine wall. We showed that C1q, a plasmatic soluble molecule, can 
bind to several extra-cellular matrix proteins present at the placental level such as 
fibronectin, laminin and proteoglycans. This is in line with previously published data 
providing evidence for the interaction of C1q with several extracellular matrix proteins 
such as fibronectin [32], laminin [33], small leucine-rich repeat proteins (SLRPs) and 
mucopolysaccharides including heparin sulphate and dermatan sulphate [34]. The 
interaction of C1q with these proteins do not always results in activation of the classical 
pathway of the complement system because the binding site is outside the globular head of 
C1q [35]. This is an important issue and probably explain how the large amount of C1q 
produced inside the tissue do not result in complement activation. While C1q deficiency is 
anticipated to render hosts more susceptible to microbial infections, the consistent 
association of C1q deficiency, in human and mice, with excessive inflammation and 
systemic lupus erythematosus (SLE)-like autoimmunity is not directly explained by its 
classical role in complement activation. Instead, it suggests immunosuppressive or 
tolerogenic roles for C1q. In this respect, the ability of the complement system to enhance 
apoptotic cell (AC) phagocytosis or clearance is relevant. It is interesting to note that C1q 
expression is generally up-regulated under immunosuppressive conditions. For example, a 
microarray study revealed that tumor-associated macrophages expressed elevated levels of 
C1q and two major immunosuppressive cytokines IL-10 and TGF-β. Immunosuppresive 
drugs like dexamethasone, prednisone and hydrocortisone all promoted C1q production 
from macrophages [22]. 
Our data demonstrate also that C1q strongly promote cell adhesion and migration of 
trophoblast cells, enhance the CTB movement using decidual conditionated medium 
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containing several chemotactic stimuli for trophoblast cells, suggesting that this protein 
support migration in specific way in decidual environment.  
The critical role played by C1q in trophoblast migration is supported, by the expression of 
gC1qR on CTBs that reacts with C1q recognizing the globular heads and by the results of 
the inhibition experiments demonstrating that the adhesion a of CTBs to C1q was inhibited 
by mAb 60.11, that recognize a C1q binding site on gC1qR, but not by mAb 74.5.2, that 
react with an epitope of gC1qR involved in the reaction with the high molecular weight 
kininogen [36]. We previously demonstrated that this molecule is involved in CTB-DEC 
interaction [24], here we show that this molecule can also support the process of 
trophoblast migration through the decidua. 
Our data also demonstrated that the CTBs-C1q interaction can be also mediated by α4 and 
β1 integrins. Our group have previously demonstrated that CTBs could attach to and very 
efficiently move towards EMILIN1, a protein that belong to the C1q superfamily and 
contain the gC1q signature domain [25], through α4β1 [17]. Invasive trophoblast express 
on their surface this integrin without any prior artificial cellular activation [17] and the 
expression on invasive trophoblast cells has been previously demonstrated in tissue 
speciments [37, 38]. This is an unusual finding because this integrin usually exhibits a 
predominantly leukocyte expression pattern [39].  
The role of integrins in the interaction of C1q has been recently demonstrated: In particular 
α2β1 integrin has been defined as a novel C1q receptor and it has been supposed that the 
collagen-like sequence of C1q is the ligand for this receptor [40-42]. Furthermore previous 
data indicating that C1q supports adhesion and spreading of endothelial cells [26, 43], 
induces chemotaxis and chemokinesis of mast cells [40], chemotaxis of monocyte derived 
dendritic cells [44, 45], and promotes eosinophil migration [46]. The cell adhesion to C1q 
could be blocked by RGD-containing peptides , supporting the notion that C1q-mediated 
adhesion and spreading may involve, in addition to the various nonintegrin C1q receptor(s) 
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, the participation of integrin(s)[26].  
The role of α4β1 integrin receptor in the interaction with C1q has been previously 
investigated. It has been shown that C1q strongly promoted cell adhesion of SW982 cells; 
however, treatment with 4B4 mAb to β1 integrin was totally ineffective [47]. The ability of 
CTBs to interact with C1q through α4β1 integrin is probably due to the cooperation of this 
integrin with gC1q receptor as previously hypothesised and demonstrated by [43] 
confirmed by our co-immunoprecipitation experiments. The co-operation between 
integrins and other receptor has been demonstrated also for α2β1 integrin. In fact the 
activation of mature PMCs by Listeria plus immunocomplex requires costimulatory signals 
from α2β1 and the HGF-R (c-met) [41]. Furthermore we demonstrated that the interaction 
of CTBs with C1q enhances the Erk1/2 MAP kinase phosphorylation with similar levels of 
those observed following trophoblast cell binding to FN. Other authors have shown that 
activation of PI3K/AKT, ERK and JNK pathways is required for the chemotaxis of 
immature DC to C1q, meanwhile activation of AKT and P38 pathways is required for the 
C1q-mediated enhancement of mature DC chemotaxis to CCL19[44]. 
Our observation that trophoblast invasion and development of the labyrinth seems to be 
“delayed” in implantation sites of C1q-/- mice as compared to time-matched WT controls 
and that the structure of decidual arteries in C1q-/- mice appears more preserved (thick 
media and adventitia) than that of time-matched WT controls, lead us to retain that C1q is 
fundamental for a normal placental development. Because C1q-/- mice present also a fetal 
growth restriction we hypothesize that C1q is involved in pre-eclampsia, a disorder of 
pregnancy, often associated with IUGR, caused by poor placentation.  
We can conclude that C1q is unique to invasive cytotrophoblast cells. C1q is not produced 
by mature or differentiated syncitiotrophoblast cells, the predominant cells in trophoblast 
tissue through the length of pregnancy. 
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Considering our studies we can conclude that C1q is secreted by cytotrophoblast cells and 
acts on the same cells or through an autocrine mechanisms to promote their invasion 
through the decidua and therefore it is critical for supporting early pregnancy 
cytotrophoblast cell invasion. 
MATERIALS AND METHODS 
Antibodies and reagents 
Monoclonal antibodies (MAbs 74.5.2 and 60.11) recognizing distinct structural and 
functional domains of gC1qR, rabbit polyclonal anti human cC1qR and anti gC1qR were 
obtained through the courtesy of B. Ghebrehiwet (Department of Medicine, Stony Brook 
University, School of Medicine, Stony Brook, NY, USA). goat polyclonal anti human C1q, 
mouse monoclonal anti human C1q and purified C1q were purchased from Quidel (San 
Diego, CA, USA) mouse monoclonal (clone P5D2) and rabbit polyclonal anti human β1 
integrin and mAb P1H4 to α4 integrin were purchased from Chemicon (Milan, Italy). 
Mouse monoclonal anti human HLA-G was purchased from Immunological Science 
(Friesoythe, Germany). Monoclonal W6/32 anti HLA were obtained through the courtesy 
of Ferrero. Goat anti mouse Cy3 conjugated was purchased from Jackson 
ImmunoResearch Lab. Inc (West Grove, PA, USA); mAb OV-TL 12/30, anti-cytokeratin 
7, rabbit polyclonal anti-cow cytokeratin wide spectrum, rabbit polyclonal anti human C1q 
were purchased from DakoCytomation (Milan, Italy). Mouse IgG2b from Sigma-Aldrich 
(Milan, Italy) were used as unrelated. The anti-pErk1/2 MAPK mAb was purchased from 
Cell Signaling Technology Inc (Danvers, MA). The anti-Erk MAPK rabbit antiserum was 
purchased from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). ECMs were purchased from 
Roche or Sigma. All the other reagents were purchased from Sigma Aldrich. 
Histopathology and Immunohistochemical staining 
Tissue samples were fixed in 10% buffered formalin and paraffin embedded. Four-
micrometers-thick sections of placental tissue were stained with haematoxylin-and-eosin 
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and examined for the presence and distribution of invasive and endovascular trophoblast. 
For immunohistochemical analysis, the slides were microwaved three times in Tris-HCl/ 
EDTA (ethylenediamine tetraacetic acid) pH 9.0 buffer (Dako) for 5 minutes, brought to 
room temperature, and washed in phosphate buffered saline (PBS). After neutralization of 
the endogenous peroxidase with H2O2 for 10 minutes, the sections were first incubated 
with protein block Novocastra–Menarini (Firenze, Italy) for 10 minutes and then with the 
primary antibodies for 1h at room temperature. The bound antibodies were revealed using 
the Labeled StreptAvidin Biotin (LSAB)+ horseradish peroxidase (HRP) kit and 
diaminobenzidine (DAB) as substrate (Dako). Sections underwent sequential 
immunostaining with 1/100 rabbit anti-human-C1q (Dako), 1/50 mAb OV-TL 12/30 anti-
human-cytokeratin 7 (Dako), to visualize C1q, trophoblast cells. Anti-C1q binding was 
detected using the LSAB+ HRP kit (Dako) and DAB as chromogen; anti-cytokeratin 7 was 
revealed by the Alkaline Phosphatase Anti-Alkaline Phosphatase (APAAP) Complex 
(Dako) and BCIP (5-Bromo-4-Chloro-3'-Indolyphosphate p-Toluidine Salt)/ NBT (Nitro-
Blue Tetrazolium Chloride) as chromogen; the sections were counterstained with 
hematoxylin. 
Slides were evaluated under a Leica DM3000 optical microscope (Leica, Germany) and 
captions were collected using a Leica DFC320 digital camera (Leica).  
Tissues and cell purification 
Placenta and decidual biopsy specimens were obtained from women undergoing elective 
termination of pregnancy at 8-12 weeks’ gestation. This study was approved by the 
institutional review board of The Materna-Children’s Hospital (IRCCS “Burlo Garofolo”, 
Trieste, Italy), and informed consent was obtained from each woman providing the tissues 
specimens.  
Isolation and culture of cytotrophoblast and cells.  
Decidual Stromal Cells (DSC) were isolated as described in Carlino et al 2008. CTBs were 
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purified from placental specimens after removing decidual tissue and foetal membrane as 
previously described [48]. The cells were 95% positive for cytokeratin 7, and of these 70% 
were HLA-G positive extravillous trophoblast and 30% HLA-G negative villous 
trophoblast. The remaining 5% cells were vimentin positive stromal cells. 
Anti-HLA-G immunomagnetic separation.  
About 3x106 freshly isolated CTBs were incubated with 8x106 Dynabeads M-450 (Dynal, 
Invitrogen, Milano, Italy) conjugated with mAb mouse anti human HLA-G 
(Immunoscience) at 4°C for 45’ with gentle rotation. The cells that adsorbed to the 
magnetic beads were collected with a magnetic collector and washed five times with dPBS 
0.1% of BSA. The unadsorbed cells were collected and incubated with CD45 magnetic 
beads (Oxoid) to remove contaminating leucocytes. The negative selected cells were 
finally incubated with 8x106 Dynabeads M-450 conjugated with mAb mouse anti human 
W6/32 that recognised a conserved epitope of HLA I A, B and C at 4°C for 45’ with gentle 
rotation. The isolated populations were cytocentifugated and analysed by 
immunofluorescence using FITC conjugated mouse monoclonal anti human Ck-7 (clone 
OV-TL 12/30, Dako) and biotinilated mouse anti human HLA W6/32. They resulted 100% 
positive for CK-7 and no HLA positive cells were detected in the HLA negative population 
(data not shown). 
Reverse transcriptase (RT) and real time quantitative (RQ) polymerase chain 
reaction (PCR) 
Immunomagnetic-separated cells, cultured cells and finely minced decidual tissue were 
harvested in Omnizol (Euroclone, Milano, Italy) according to the supplier’s instructions. 
Total RNA was extracted and reverse trescripted as previously described [24]. 
Real-time quantitative PCR (RQ-PCR) was carried out on Rotor-Gene 6000TM (Corbett, 
Explera, Ancona, Italy) using iQ TM SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Milano, Italy). 
Amplification conditions, sequences and concentrations of the primers are similar to those 
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of RT-PCR. The melting curve was recorded between 55°C and 99°C with a hold every 2 
s. Purified C1qC and β-actin PCR products synthesized from pooled deciduas were used to 
establish standard curves and the data were analysed using Rotor-Gene Software. The 
relative amount of C1qC in each sample was normalized with β-actin and expressed as 
arbitrary units (AU) considering 1AU that obtained in PBDM used as positive control. 
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)  
ELISA was performed as previously described [24].  
C1q binding to ECMs 
The wells of 96-well ELISA plates (Corning Costar, Acton, MA) were coated with several 
ECMs: 25µg/ml of BSA, FN (FIBRONECTIN), COLL I (COLLAGEN TYPE I), COLL II 
(COLLAGEN TYPE II), COLL III (COLLAGEN TYPE III), COLL IV (COLLAGEN 
TYPE IV), COLL V (COLLAGEN TIPE V), COLL VI (COLLAGEN TYPE VI), LAM 1 
(LAMININ 1), CS-1 (CS-1 FN FRAGMENT), PERLECAN, TNS (TENASCIN), Fb 
(FIBRINOGENO), VN (VITRONECTINA) or 50µg/ml of HA (HYALURONIC ACID) or 
11.5µg/ml of LAM 5 (LAMININ 5) by overnight incubation in 0.1mM sodium bicarbonate 
buffer pH 9.6 at 4°C. After washing the wells with PBS containing 0.05% Tween 20 and 
Ca++Mg++ 0.7mM, the residual free sites were blocked with PBS containing 1% BSA for 
1h at 37°C. C1q (10µg/ml diluted in PBS-BSA 0.5% + 0.05% Tween20 + Ca++Mg++ 
0.7mM) was allowed to bind to ECMs for 1,5h at 37°C and this binding was detected 
incubating the wells with mouse anti human monoclonal antibody (1µg/ml in PBS-BSA 
0.5% + 0.05% Tween20 + Ca++Mg++ 0.7mM) followed by 30 min incubation at 37°C with 
goat anti mouse IgG-alkaline phosphatise conjugated (Sigma-Aldrich). The enzymatic 
reaction was developed using p-nitrophenyl phosphate (Sigma-Aldrich; 1mg/ml) as a 
substrate in 0.1M glycine buffer pH 10.4 containing 0.1mM MgCl2 and 0.1mM ZnCl2 and 
read kinetically at 405nm using a Titertek Multiskan ELISA reader (Flow Labs, Milan, 
Italy). 
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Flow cytometry 
CTBs were detached from culture flasks with 5mM EDTA and resuspended in dPBS-BSA 
1%. A total number of 5x105 cells was incubated with the relevant primary antibodies for 1 
hour at 37°C followed by FITC-conjugated goat F(ab’)2 anti mouse Ig or swine anti rabbit 
IgG (Dako). The cells were fixed with 1% paraformaldehyde (Sigma-Aldrich) and 
analysed for fluorescence on a FACScalibur instrument (BD Biosciences, Milan, Italy) 
using CellQuest software. 
Cytotrophoblasts adhesion assay 
The assay to evaluate adhesion of CTBs has been previously described with some 
modifications [48]. Briefly, CTB (105cells/100µl), labeled with a fluorescent dye Fast DiI 
(Molecular Probes, Invitrogen), were incubated for 30 minutes with blocking mAbs at the 
concentration of 40µg/ml and washed to remove the antibody excess. Then the cells were 
incubated in a C1q pre-coated 96well plate (Iwaki, Funahashi, Japan) for 30 minutes at 
37°C in an air/CO2 incubator. The number of adherent cells were counted with Infinite200 
(ABS 544nm, EM 590nm) (TECAN Italia S.r.l., Milano, Italy) with reference to a 
calibration curves established with increasing number of labelled sample. 
Cytotrophoblasts migration assay 
CTB migration assay was performed as previously described with some modifications 
([17, 47, 49]. Transwell membranes were coated on the upperside with FN (40µg/ml), C1q 
(40µg/ml) or C1q (20µg/ml) bind to pre-coated FN (20µg/ml). Cells were fluorescently 
tagged with FastDiI (Molecular Probes) and were added to the upperside of the inserts 
(2x105 cells/insert). As chemotactic stimulus, in the lower side of TW was added decidual 
conditionated medium 1:2 in RPMI. In some instances, cells were pre-incubated with 
blocking antibodies or non-blocking control antibodies (20µg/ml) and added to the 
upperside of the FluoroBlok inserts. Migratory behavior of the cells was then monitored at 
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different time-intervals by fluorescence detection from bottom (corresponding to 
transmigrated cells) side.  
Coimmunoprecipitation and Immunoblotting 
About 3x106 CTB were allowed to adhere to C1q pre-coated 6-wells plate for 1h at 37°C 
in an air/CO2 incubator, in RPMI without serum. These cells were lysated in 50mM Tris-
HCl buffer, pH 8, 250mM NaCl containing 0.5% NP-40, and 1mM PMSF (Sigma-Aldrich 
Co.), and insoluble debris was removed by centrifugation. The lysate was subjected to 
immunoprecipitation with Protein G Sepharose beads (after preclearing with the beads 
according to the supplier’s instructions) (Amersham Biosciences Corp.) previously coupled 
with rabbit anti human β1 integrin antibody (Chemicon), rabbit anti human gC1qR, rabbit 
anti human C1q (Dako) or no-immune rabbit serum as unrelated antibodies. 
Beads carrying immune complexes were washed four times with the lysis buffer and then 
eluted with glycine buffer pH 2.7 and immediately neutralized with 1M Tris-HCl, pH 9 at 
1:10 ratio.  
The immunoprecipitated samples were analyzed by SDS-PAGE (Sodium Dodecyl 
Sulphate-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) on a 10% gel under reducing conditions 
according to Laemmli [50] followed by electrophoretic transfer onto nitrocellulose 
membrane (Hybond ECL, Amersham, Milano, Italy) using the semidry Semiphor transfer 
unit (Heifer Scientific Instruments, San Francisco, CA). The membranes were incubated 
with 1µg/ml rabbit IgG anti-beta1 integrin biotinilated antibody for 1 hour at 37°C 
followed by 1/4,000 AP-conjugated streptavidine (Sigma-Aldrich) for 1 hour at 37°C. The 
enzymatic reaction was developed using BCIP-NBT (Sigma-Aldrich). Rainbow RPN 756 
(Amersham) was used as a mixture of defined molecular markers.  
Confocal microscopy 
CTB were allowed to adhere to C1q pre-coated 8-chamber cultureslides (BD Biosciences 
Discovery Labware, Milan, Italy) for 1h at 37°C in RPMI medium. The cells were 
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abundantly washed with dPBS (Sigma-Aldrich), Ca2+ 0,7mM, Mg2+ 0,7mM, 2% BSA 
(Sigma-Aldrich), fixed with PFA 3 % in dPBS supplemented with 2% sucrose, and 
incubated with Ultra V Block (Lab Vision Corporation, Bio Optica Milano, Italy) for 10 
min at room temperature. Then the cells were incubated with mAb mouse anti human 
beta1 integrin (Chemicon) for 1h at room temperature. After washing, the cells were 
incubated with goat anti mouse Cy3 (Jackson Immuno search) 1:300 for 30 min at R.T. 
After extensive washes, the cells were blocked with mouse serum 1:100 in Ultra V Block 
for 10 min and then incubated with biotinylated mouse monoclonal anti gC1qR 74.5.2 for 
1h at R.T. The binding of biotinylated primary antibody was revelled with FITC-
conjugated streptavidin (Dako). Coverslips were mounted in Mowiol 4-88 (Calbiochem-
Novabiochem) containing 2.5% (w/v) 1,4-diazabicyclo[2,2,2]-octane (DABCO) (Sigma). 
Images were acquired with a Leica TCS SP2 confocal system, using the LCS and a 63X 
fluorescence objective on a Leica DM IRE2 microscope. 
Phosphorylation of Erk1/2 MAP kinases in trophoblast cells. Trophoblast cells were 
allowed to adhere to C1q (20 µg/ml), fibronectin (FN) (20 µg/ml), or BSA (20 µg/ml) 
precoated wells for the indicated time periods at 37°C. Stimulation was stopped by adding 
ice-cold lysis buffer; cell  lysates were resolved by 9% sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), transferred to nitrocellulose, and 
sequentially immunoblotted with anti-pErk1/2 MAPK mAb and anti-Erk antiserum as 
loading control.  
Pregnancy studies in mice 
8-10 weeks old virgin female C57BL/6 (The Jackson Laboratory) and C1q deficient mice 
(provided by Dr Marina Botto) were mated with 8–14-wk-old C57BL/6 or C1q deficient 
mice respectively. A group of pregnant females was killed at day 15 and the frequency of 
fetal resorption was calculated as previously described (1). Fetal weights were also 
determined. Some mice were studied until delivery and the litter sizes were recorded at 
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birth. A group of pregnant females was killed at day 10.5 and 12.5 for 
immunohistochemical studies. Procedures that involved mice were approved by the 
Institutional Animal Care and Use Committee of the Hospital for Special Surgery and were 
conducted in strict accordance with guidelines for the care and use of laboratory research 
animals promulgated by the National Institutes of Health (NIH).  
Statistical analysis  
Data were reported as mean ±  SD. Student’s t-test was used to compare two groups of 
data. 
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LEGENDS OF FIGURES 
Figure 1. Localization of C1q in first trimester human placenta. (A). Double staining of 
maternal decidua and villi section with rabbit IgG anti-human-C1q (brown) and mAb OU-
TL 12/30 to human cytokeratin 7 (1/50) developed with APAAP Complex (Dako) and 
NBT/BCIP as chromogen (blue) or AEC in magenta (D and E); the C1q staining is widely 
distributed in the decidual stroma and is particularly evident in the site where invading 
trophoblast were present (cytotrophoblast column). No staining was observed in the 
sincytiotrophoblast layer and in the underlying cytotrophoblast stem cells; C1q is localized 
around trophoblast cells present at the tip of anchoring villi (B-C), in the trophoblast shell, 
at the level of the cytotrophoblast columns and in trophoblast cells present deep in decidua 
(D) and trophoblast localised around spiral arteries (E). The sections were counterstained 
with hematoxylin. Original magnifications: A 200x, B-C-D 400x.  
Figure2. CTBs express C1q at mRNA and protein level. (A). RNA prepared from 
macrophages derived from peripheral blood, first trimester decidua, freshly isolated CTBs 
and decidual stromal cells (DSCs) were analyzed for the expression of C1q A, B and C. 
Analysis of mRNA expression for β actin is shown for comparison. The mRNA for the 
three chains was detected in PBDM, and in the whole first trimester decidual tissue but 
also in isolated CTB cell, while the decidual stromal cells express only the mRNA for the 
A chain. (B). The presence of the mRNA for C1qC in the HLA-G positive and HLA-G 
negative population of CTB cells is detected by RQ-PCR assay using SYBR Green 
method. The relative amount of mRNA for C1qC in each sample was normalized with the 
value obtained for β-actin (BACT) and expressed as arbitrary units (AU) considering 1AU 
that obtained in PBDM used as positive control. The results demonstrate that HLA-G 
positive cells express the mRNA for C1q in an amount similar to PBDM whereas HLA 
negative CTBs do not express the mRNA for C1qC. (C) Analysis of the presence of C1q in 
the culture supernatant analyzed by ELISA and compared with a standard curve. CTB 
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secrete a detectable amount of this protein that reached levels varying between 50 and 100 
ng/106 cells secreted after 48 hours of culture. 
Figure3. C1q plays a role in CTB adhesion and migration (A) Substrate proteins (C1q, 
purified C1q globular head (gC1q), FN, used as positive control, and BSA, as negative 
control) were coated on adhesion plates at 10µg/ml. CTBs were fluorescently tagged with 
Fast DiI (Molecular Probes Inc.) and allowed to adhere to ECM substrates for 30 min at 
37°C. The results are given as per cent of cell adhesion. CTBs significantly adhered to 
gC1q to an extent similar to that observed for cell adhesion to C1q. (B) Migration assay of 
CTBs in response to ECM substrates was assessed with Transwell-like inserts carrying 
fluorescence-shielding porous PET membranes (polycarbonate-like material with 8µm 
pores): HTS FluoroBlokTM inserts (Becton-Dickinson, Falcon, Milan, Italy). Membranes 
were coated with FN (40µg/ml), C1q (40µg/ml) or C1q (20µg/ml) bound to pre-coated FN 
(20µg/ml) and blocked with 1% BSA for 1h at room temperature. The cells were labelled 
with Fast DiI and resuspended in RPMI with 0.1% BSA and then added to the upperside of 
the inserts (2x105 cells/insert). The migration was performed in presence or in absence 
(data not shown) of the decidual cell conditioned medium (DCM) as a chemotactic 
stimulus. In absence of DCM, C1q and FN induced the same level of CTB migration 
(about 15% of CTB migration). In sharp contrast, C1q was able to significantly enhance 
CTB motility in the presence of DCM (45% migration) compared to FN (25% migration). 
(C) CTB were plated for 30 min on substrate-coated coverslips, fixed and stained with 
Texas-red phalloidin and anti-paxillin antibodies followed by FITC-conjugated rabbit anti-
mouse IgG. Actin-containing stress fibers and focal adhesion formation are evident only in 
cell attached to FN. Cells attached to C1q show subcortical actin organization and diffuse 
positivity for paxillin. Images were acquired with LEICA TCS SP2 confocal system, using 
the Leica Confocal Software (LCS) and a 63x fluorescence objective on a Leica DM IRE2 
microscope. 
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Figure 4. gC1q R and β1 integrin are involved in trophoblast-C1q interaction (A) 
CTBs were labelled with Fast DiI and allowed to adhere to C1q for 30 min at 37°C in the 
presence of mAb 60.11 (that recognizes an epitope of gC1qR involved in the interaction 
with C1q), mAb 74.5.2 (reacting with an epitope of the receptor not involved in the 
binding of C1q), rabbit anti human cC1q-R antibodies, mAb P5D2 directed to β1 integrin 
(Chemicon), mAb P5H4 to α4 integrin or mouse IgG1 isotype control (Sigma) or medium 
alone. The results are given as per cent of cell adhesion. (B) The migration assay through 
C1q was performed (using DCM as a chemotactic stimulus) in the presence of mAb 60.11, 
mAb P5D2 directed to β1 integrin (Chemicon), mAb P5H4 to α4 integrin or mouse IgG1 
isotype control. The results are given as per cent of cell migration.  
Figure 5. Co-localization gC1qR/β1 integrin. (A) Analysis by SDS-PAGE, followed by 
immunoblotting analysis, using anti β1-integrin biotinylated antibody, of CTB lysate 
immunoprecipitated with Protein G Sepharose beads previously coupled with rabbit anti 
human β1 integrin antibody, rabbit anti human gC1qR, rabbit anti human C1q or no-
immune rabbit serum as unrelated antibodies. In all the three lanes/tracks the antibody 
revealed two distinct bands probably corresponding to different isoforms of β1-integrin. 
(B) Analysis of the presence of gC1qR in the IP samples analyzed by ELISA. (D) 
Distribution of gC1qR and β1-integrin molecules in CTB cells adhering to C1q. The cells 
were fixed with PFA and the intensity of FITC staining (gC1qR) and Cy3 staining (β1-
integrin) examined by confocal microscopy. gC1qR (A, A’, A’’ xy, yz and xz sections, 
respectively) and β1-integrin (B, B’, B’’ xy, yz and xz sections, respectively) present some 
zone of co-localization at the contact site with C1q (C, C’, C’’ xy, yz and xz sections, 
respectively). Discontinued lines indicate the plane of xz and yz sections. Bars, 25 Am. 
Figure 6. Binding of trophoblast cells to C1q enhances Erk1/2 MAP kinase 
phosphorylation 
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Based on the ability of C1q to support trophoblast cell adhesion and migration, we 
investigated whether binding of C1q to trophoblast cells could also result in the 
activation of signaling molecules involved in the regulation of cellular processes 
associated with adhesive and migratory functions. To this purpose primary culture of 
trophoblast cells isolated from first trimester pregnant women were allowed to bind to 
C1q, fibronectin (FN), or BSA precoated wells for different lenght of time at 37°C and 
then the phosphorylation status of Erk1/2 MAP kinases on total cell lysates was 
evaluated by immunoblotting. The data obtained indicate that binding of trophoblast 
cells to C1q results in the activation of Erk1/2 MAP kinases which was already evident 
at 5 min and still persisted at 20 min after stimulation. Interestingly, the levels of Erk1/2 
MAP kinase phosphorylation observed following trophoblast cell binding to C1q were 
quite similar to those observed following trophoblast cell binding to FN. 
Figure 7. Pregnancy outcomes in C1q deficient mice (A) Fetal resorption frequency 
(B) Fetal weight (C) Litter size at birth. Increased fetal resorption frequency (A) and 
diminished fetal weight (B) was observed in C1q deficient mice at day 15 of pregnancy 
compared to wild type mice. In accordance with the increased fetal death observed at 
day 15 of pregnancy, C1 deficient mice showed smaller litter sizes at birth when 
compared to wild type mice (C). 
Figure 8. Defective invasion of CTBs in C1q-/- mice associated with embryo growth 
retardation. Immunohistochemical analysis of implantation sites from C1q-/- mice (right) 
and WT control (left) at different time points (gestation day10.5 and 12.5) stained with a 
rabbit polyclonal anti-cow cytokeratin wide spectrum antibody. C = conceptus side; D = 
decidual site. C1q-/- mice revealed signs of delayed development compared to WT mice. 
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3. RUOLO DEL C1q NELLA PRE-ECLAMPSIA 
 
I dati ottenuti dall’osservazione dei siti di impianto di topi C1q-/-, riguardanti la 
ridotta placentazione e il diminuito remodelling vascolare deciduale, ci hanno 
portato a pensare ad una possibile implicazione del C1q nella pre-eclampsia (PE), 
una patologia della gravidanza in cui la scarsa invasione trofoblastica determina la 
comparsa di una grave sindrome sistemica che si risolve solo con il parto (si veda 
Introduzione). Per dimostrare questo, come prima cosa sono state analizzate, 
tramite indagini di tipo immunoistochimico, placente di pazienti affette da PE, allo 
scopo di valutare la presenza e la distribuzione morfologica di questo componente 
complementare. Come si può osservare dalla Figura 9, le placente ottenute da 
pazienti pre-eclamptiche (pannelli a sinistra), mostrano numerosi vasi deciduali 
che non presentano segni di rimodellamento (in quanto mantengono la tonaca 
muscolare) e i trofoblasti che li circondano (marcati in rosa per la CK7) non 
esprimono C1q (in marrone) se confrontate con placente ottenute da donne sane 
(pannelli a destra).  
 
Figura 9. Doppia marcatura su sezioni di placente di pre-eclamptiche e di gravidanze non 
patologiche marcate con anti CK7 in rosa e anti C1q in marrone. 
PE Control 
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Abbiamo voluto, inoltre, indagare se nelle placente di pre-eclamptiche si poteva 
notare una diversa sintesi locale di C1q. Per fare questo abbiamo allestito delle 
analisi di real-time PCR quantitativa, amplificando l’mRNA della catena C del C1q, 
in tessuto placentare ottenuto da pazienti affette da PE e in controlli correlati della 
stessa epoca gestazionale. I dati raccolti sono stati confrontati e normalizzati con 
l’espressione da parte di macrofagi derivati da sangue periferico, usati da noi 
come controllo positivo. Il grafico in Figura 10 mostra come nelle placente di 
donne pre-eclamptiche vi sia una minor espressione di C1q rispetto alle placente 
non patologiche, ad indicare una probabile diminuzione della sintesi locale di 
questo componente complementare.  
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Figura 10. Real time PCR quantitativa, metodo Sybr Green, di tessuto placentare ottenuto da 
gravidanza non patologiche (Control) e da pre-eclampsia (PE). I dati di ciclo soglia (Ct) ottenuti 
sono stati prima normalizzati per il valere di Ct del gene house-keeping β actina (ACTB) e 
successivamente normalizzati per il ∆Ct del controllo positivo (PBDM) fruttando la formula 2-∆∆Ct 
 
Successivamente abbiamo voluto valutare se alla minor sintesi locale 
corrispondesse anche una diminuzione dei livelli sistemici di questa proteina, 
ovvero se le pazienti affette da PE presentassero nel plasma ridotti valori di C1q 
rispetto a gravide sane. A tale scopo abbiamo allestito, tramite saggi ELISA, dei 
dosaggi di C1q nei plasmi delle pazienti e dei controlli correlati.  
Data l’importanza che questo componente complementare ha dimostrato 
avere nello sviluppo placentare, inizialmente è stato condotto uno studio pilota per 
indagare se vi erano delle differenze nei livelli plasmatici di C1q nel corso delle 
diverse epoche gestazionali, confrontandoli anche con i livelli plasmatici di donne 
sane in età fertile, non gravide e che non assumessero anticoncezionali per via 
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orale. Come si può notare dal grafico in figura 11, non vi sono differenze 
significative nei livelli di C1q fra i diversi trimestri di gravidanza, ma emerge una 
differenza statisticamente rilevante tra le donne gravide e non gravide. 
Contrariamente a quanto si poteva supporre, le donne non gravide presentano dei 
livelli sierici di C1q significativamente maggiori rispetto alle donne in gravidanza. 
Nei plasmi delle pazienti affette da PE, invece, abbiamo osservato dei valori 
significativamente minori di C1q rispetto ai controlli sani correlati (Figura 12). 
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Figura 11. Box Plot dei dosaggi ELISA del C1q plasmatico in donne gravide sane, suddivise in 
base al trimestre di gravidanza in cui si trovavano, e donne sane non gravide (Control) in età fertile 
e che non assumono contraccettivi orali. * p<0.05 
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Figura 12. Box Plot dei dosaggi ELISA del C1q plasmatico in donne gravide affette da pre-
eclampsia (PE) e in donne gravide non patologiche (Control). * p<0.05 
 
Infine abbiamo voluto allestire dei saggi di inibizione dell’adesione di trofoblasti 
extravillosi su C1q in presenza di sieri di pre-eclamptiche o di controlli correlati. 
Come si può osservare dal grafico in figura 13, la presenza di sieri PE riduce in 
modo significativo il processo di adesione dei trofoblasti al C1q. Rimane da 
valutare quale fattore presente nel siero di queste pazienti sia in grado di 
interferire nell’interazione tra trofoblasti e C1q. 
* 
* 
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Figura 13. I trofoblasti extravillosi, isolati da placente del primo trimestre di gravidanza sono stati 
marcati con un colorante vitale fluorescente FastDiI e fatti aderire 30 minuti a 37°C, in una piastra 
da 96 pozzetti ricoperta di C1q, in presenza dei sieri di pazienti pre-eclamptiche o di controlli sani 
correlati diluiti 1:50. Sono stati fatti seguire tre lavaggi per rimuovere le cellule che non hanno 
aderito al C1q e l’adesione è stata valutata in Unità di Fluorescenza tramite la lettura della piastra 
al fluorimetro Tecan Infinite200. * p<0.05 
 
* 
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Conclusioni 
 
Gli studi condotti nel corso di questi tre anni di dottorato di ricerca hanno 
permesso di concludere che: 
• Il C1q, il primo componente di attivazione della via classica del 
complemento, è presente in placenta anche in condizioni fisiologiche e non 
correlate all’attivazione del sistema complementare. 
• Le cellule endoteliali della decidua (DEC) presentano un fenotipo 
particolare rispetto all’endotelio di altri distretti in quanto sono le uniche in 
grado di sintetizzare C1q in condizione fisiologiche. 
• Le DEC esprimono C1q e lo espongono sulla loro membrana extracellulare 
per favorire il processo di adesione e di invasione endovascolare del 
trofoblasto extravilloso. 
• Il C1q è presente anche a livello dello stroma deciduale, in particolare a 
livello delle colonne cellulari citotrofoblastiche. 
• Il trofoblasto extravilloso, nel corso del suo processo di differenziamento e 
migrazione cellulare in decidua, acquisisce la capacità di sintetizzare C1q e 
depositarlo in matrice. 
• Il C1q stimola l’adesione e la migrazione dei trofoblasti in decidua. 
• Le molecole coinvolte nell’interazione fra C1q e cellule del trofoblasto sono 
il gC1qR e l’integrina α4β1, le quali interagiscono tra loro per trasdurre a 
livello intracellulare un segnale di attivazione con il coinvolgimento della 
pathway delle MAP-kinasi. 
• I topi C1q-/- presentano un ritardo di crescita intrauterino probabilmente 
causato da difetti di placentazione legati alla riduzione delle dimensioni 
dello spongiotrofoblasto e del rimodellamento delle arterie spirali.  
• Le placente di pazienti affette da pre-eclampsia presentano un’alterata 
distribuzione del C1q, con ridotta sintesi locale (mRNA) e diminuita 
espressione proteica da parte del trofoblasto invasivo. 
• I livelli plasmatici di C1q in pazienti pre-eclamptiche sono ridotti rispetto a 
donne con gravidanze non patologiche. 
• Il siero di pazienti affette da PE è in grado di inibire l’adesione di trofoblasti 
al C1q. 
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I nostri dati pertanto hanno portato a definire, a livello placentare, un ruolo 
alternativo del C1q classicamente conosciuto per la sua funzione di 
riconoscimento e di attivazione della via classica del complemento. L’importanza 
del C1q a livello placentare nel modulare processi fisiologici fondamentali per il 
progredire della gravidanza e le evidenze che in patologie della gravidanza vi sono 
difetti nella distribuzione e nella quantità di C1q a livello locale ci fanno pensare 
che tale molecola potrebbe essere utilizzata come un marcatore per la diagnosi di 
difetti di placentazione e potrebbe diventare in futuro un target terapeutico. Le 
nostre osservazioni, riferite ad un distretto molto particolare dal punto di vista 
anatomico ed immunologico aprono la possibilità di estendere le nostre ricerche 
anche in campo oncologico data la stretta somiglianza tra le capacità invasive dei 
trofoblasti e delle cellule tumorali.  
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